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Uber das Eiwei8 der Bierpediokokken. 
Von 
(. Enders und K. Réed. 
(Aus der Wissenschaftlichen Station fiir Brauerei in Miinchen.) 
(Eingegangen am 26. Januar 1939. ) 


Mit 5 Abbildungen im Text. 


Unter den Infektionen des Bieres ist in der Brauerei die ,,Sarcina- 
infektion** allgemein als die unangenehmste und gefiirchtetste bekannt. 
Uber ihren Erreger, den Pediococcus cerevisiae bzw. P. damnosus oder 


P. perniciosus und andere, in der Brauerei, im Widerspruch zu der 
wissenschaftlichen Nomenklatur, gew6hnlich ,,Sarcina’’ genannt, lagen 
bis vor kurzem nur wenige biochemische Arbeiten vor, weil die Rein- 
ziichtung und die weitere Ziichtung in gr6Beren Mengen mit erheblichen 
Schwierigkeiten verbunden ist. AuBerdem haben sich bei der biologischen 
Erforschung immer wieder Widerspriiche ergeben. Eindeutige Resultate 
sind nur sehr vereinzelt und in groBen Zeitabstanden erfolgt und die 
letzten Probleme, wie beispielsweise die Frage nach der Identitaét der 
Pediokokken aus Pferdeharn und Luft usw. mit den Bierpediokokken 
sind immer noch ungelést. 

Uber verschiedene Methoden der Reinzucht und das biologische 
Verhalten der Pediokokken berichtet K. Silbernagel'. R. Koch? konnte 
feststellen, da die Pediokokken zu den Milchsaiurebakterien gehéren 
und da} die verschiedenen Pediokokkenarten, wie die drei oben er- 
waihnten im Bier wachsenden, sich nicht mehr unterscheiden als die 
verschiedenen Heferassen. 

In den letzten Jahren sind eine groBe Anzahl von Arbeiten iiber die 
Pediokokken erschienen. Hierbei steht jedoch immer das _ biologische 
Verhalten und die Bekimpfung der Pediokokken im Vordergrunde. Es 
sollte deshalb hier versucht werden, diese Bakterien chemisch zu unter- 
suchen, mit besonderer Riicksicht auf I[solierung und Charakterisierung 
ihrer Proteine. 

Zur Bestimmung des zur Charakterisierung von Eiweif wichtigen 
isoelektrischen Punktes wurde folgende Methode ausgearbeitet, die es 
gestattet, mit sehr geringen Mengen eine einfache und sichere Be- 
stimmung durchzufiihren: Davon ausgehend, daB bei faillbarem EiweiB, 
wie z. B. dem Hefezymocasein, der isoelektrische Punkt die maximale 


1 K. Silbernagel, Dissertation Technische Hochschule Miinchen 1927. — 
2 R. Koch, Wochenschr. f. Brauerei 60, 345, 353, 1938. 
Biochemische Zeitschrift Band 301. 
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Fallung bzw. beim Arbeiten in groBer Verdiinnung die maximale 


Triibung aufweist, wurden verdiinnte EiweiBlésungen durch steigende 
Saure- bzw. Alkalizusitze auf eine Serie verschiedener Wasserstoffionen- 
konzentrationen gebracht. Die bei diesen auftretenden Triibungen 
wurden im lichtelektrometrischen Kolorimeter nach Lange gemessen. 
wahrend das hierzu gehérende py elektrometrisch bestimmt wurde. 
Zum Ausarbeiten der Methode wurde nach H. Liiers und G. Nowak! 
eine EiweiBlésung aus Hefeautolysat hergestellt. Nach Filtration und 
entsprechendem Verdiinnen des erhaltenen 
Saftes wurde durch steigende Zusatze an 
i 50°,iger Essigsiure eine Serie verschie- 
/\ dener Wasserstoffionenkonzentrationen 
nacheinander eingestellt und die Trii- 
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NY bung bei jedem px in der 100-cem- 
™ Kiivette des Lange-Kolorimeters _ be- 
e }_1 a stimmt. Die Ubereinstimmung mehrerer 

: Vergleichsserien war in der Lage des iso- 
elektrischen Punktes des Hefezymocaseins 
gut, wahrend die prozentuale Absorption 
trotz gleichgroBer EiweiBkonzentrationen 
jeweils verschieden war. Dies bestatigte 
wieder, dafS$ man vorsichtig sein muB, 
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Abb. 1. 


quantitative lAussagen auf Grund nephelometrischer Bestimmungen 


ZU machen®. @ Es sei hier nur eine MeBserie wiedergegeben (Abb. 1). 

Sehr auffallend ist, daB der isoelektrische Punkt nach dieser im 
Vergleich zu den friiheren, als sehr empfindlich zu bezeichnenden 
Methode auf py 3,6 bestimmt wurde. Der gréBte gefundene Unterschied 
in vier MeBserien betrug 0,2 py-Einheiten., Es ist also anzunehmen, 
da®B hier eine Korrektur des isoelektrischen Punktes fiir das Hefe- 
zymocasein von dem friiher angenommenen Wert (py 4.0 bis 4,5) auf 
pu 3.6 angebracht ist. 


Versuche mit Troekenhefe. 


Es wurde versucht, aus Trockenhefe durch einfache alkalische 
Extraktionen Eiweif herauszulésen, weil hier die Verhaltnisse denen 
bei einer spateren Extraktion der Pediokokken ahnlicher sind. Das 
Ergebnis ist in Abb. 2 wiedergegeben. Es ergibt sich im Vergleich mit 
Abb. 1 eine Ubereinstimmung in der Lage des Maximums der Licht- 
absorption in bezug auf die Wasserstoffionenkonzentrationen. Jedoch 


' H. Liiers u. Gg. Nowak, diese Zeitschr. 154, 310, 1924. — ? Vgl. 
J. Drurey, ebenda 295, 324, 341, 1938. 
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fehlt in Abb. 2 das letzte, eventuell von Hefenucleoproteiden stammende 
Maximum. Nachdem die beschriebene nephelometrische Methode zur 
Bestimmung des isoelektrischen Punktes festgelegt war, konnte zu der 
chemischen Untersuchung der Bierpediokokken iibergegangen werden. 


Die Reinzucht wurde am hiesigen Institut ausgefiihrt! und soll hier 
nur kurz besprochen werden. Aus durch Pediokokken stark infiziertem Bier 
wurde eine Serie Verdiinnungen auf Platten hergestellt. Auf einigen Platten 
wuchsen, von anderen Organismen getrennt, Pediokokkenkolonien an. 
Diese wurden dann auf Hefewasser iibergeimpft und konnten auch auf 
Agar als Strichkultur gezogen werden. 

Die Ziichtung in gréBeren Mengen wurde ( 
im 250-cem-Erlenmeyer-Kolben, der mit ; \ 
etwa 60cem ammoniakalischem Hefe- / \ 
wasser nach Stockhausen getiillt war, aus- / \ 
gefiihrt. Die Bakterien wuchsen in etwa 
14 Tagen kraftig an und wurden durch 
Abzentrifugieren gewonnen. Die Bak- 
terienmasse wurde im Vakuumexsikkator 
iiber Schwefelsaure vorsichtig getrocknet. 
Die Ausbeute aus 20 Kolben betrug im 
Durehschnitt etwa 2,5 g ,,Rohsarcina™. 
Auf diese Weise wurden im Verlauf von Th 
'/, Jahren rund 70g trockene Bak- 
terienmasse erhalten. Beim Wachstum 0 d ¢ 6 
der Pediokokken in ammoniakalischem tee 
Hefewasser wurde die eigenartige Er- Abb. 2. 
scheinung beobachtet, da® sich, meist 

gekoppelt mit dem Pediokokkenwachstum, weiBe Kristalle bildeten, cie 
sich auf dem Boden des GefaiBes absetzten. Durch sorgfaltiges AbgieBen 
konnte schon ein Teil der Kristalle von der Bakterienmasse abgetrennt 
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werden, wahrend noch ein betrachtlicher Teil in der gewonnenen trockenen 
Bakterienmasse blieb. Die Begleitkristalle konnten als Magnesium-Am- 
moniumphosphat (NH,).Mg,H(PO,),.12H,O identifiziert werden. Die 
Reinigung der Bakterienmasse von diesem Salz gelang durch Herauslésen 
mit 3° iger Essigsiure (py 3.5) und Zentrifugieren. Nach Waschen mit 
Wasser wurde die Bakterienmasse zweimal mit Aceton behandelt, wobei 
die Fliissigkeit eine deutliche Gelbfarbung annahm. 


In dieser Weise wurden insgesamt 50g Bakterienmasse gereinigt. 
Die Ausbeute betrug 39,3 g gereinigtes Material. Durch Ansetzen einer 
Plattenkultur wurde festgestellt, daB im Gegensatz zum Rohprodukt keine 
lebenden Zellen nach der Reinigung mehr vorhanden waren. Der Geruch 
nach Polyaminen, wie Spermin, Piperidin, der beim Offnen der Freudenreich- 
Kolben, in denen die rohe Bakterienmasse aufbewahrt wurde, sehr unan- 
genehm in Erscheinung trat, war nach der Reinigung nicht mehr vorhanden. 

Die gelbe, zur Trocknung verwandte Acetonlésung wurde getrocknet 
und eingedampft und die iibrig gebliebene zaihe braune Fliissigkeit in wenig 
Chloroform gelést. Hierzu wurde eine gesattigte Antimontrichlorid-Chloro- 


' Vgl. Jahresbericht der Wissenschaftlichen Station fiir Brauerei, 
Miinechen, Tageszeitung fiir Brauerei 36, 766, 1938. 
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formlésung gegeben. Es entstand die fiir die Carotinoide charakteristisel, 
blaue Farbe (Carr-Price-Reaktion), jedoch blieb ein Stich ins Griine be 
merkbar, so daB anzunehmen ist, daB vielleicht noch weitere gelbe Farbstoff, 
in den Bakterien vorhanden sind. 


Zusammensetzung der Pediokokken. 


Der Wassergehalt wurde durch achtstiindiges Trocknen bei 105° 


ermittelt und der Gesamtstickstoff nach Ajeldahi in einer Mikro 
apparatur bestimmt. Das Glykogen wurde nach Slosse! bestimmt. De 
Ammoniakstickstoff wurde nach van Slyke ermittelt. 


VIN: oes sow ibs nie AO eh ey pn ecient his Dea eae 13,6 % 
Ammoniakstickstoff, auf Trockensubstanz berechnet ....... 0,165 % 
Gesamtstickstoff, auf Trockensubstanz berechnet .......... 13,25 % 
Proteingehalt hieraus berechnet........ 2.0.66. .c csc c ee eee 81,6 % 
MEE OOO 55 es FMC vee Oe be cae dinn-1 BAe wae Geo ores Ox, 
Cee ONED So 555.6;7.-ars aed cele Ri ack wale bk Gah Ee POR ate eee 4 6.3% 
Nic BeahienmnGe Sate veiw sie o b-hc doc de bows wraace ole ae. dae 10,2 %, 


Bemerkenswert ist der au erordentlich hohe Proteingehalt de 
Bierpediokokken. 


[solierung der Proteine. 


Zunachst wurde eine Autolyse ahnlich wie bei der Hefe versucht : 
Es erfolgte eine Quellung der Zellen aber keine Autolyse. Die Pedio- 
kokken gehéren also zur Gruppe der nichtautolysierenden Bakterien. 
wie Pneumokokken, Gonokokken und andere?. Es wurde deshalb ver- 
sucht, aus den -Zellen durch alkalische Extraktion das EiweiB heraus- 
zulésen. Diese Methode ist von .W. Heidelberger und E.O. Menzel” 
mit Erfolg bei Tuberkelbazillen verwandt worden. Um ein Optimum der 
Alkalikonzentration, Temperatur und Einwirkungszeit zu finden, wurde 
folgende Methode angewandt: Zunachst wurde der EinfluB der Ein- 
wirkungszeit untersucht. Bei 37° und konstant gehaltener Alkali- 
konzentration (30 ccm 10°,iger KOH) wurden je 0,1 g Bakterien 
2, 6 bis 12 Stunden behandelt. Dann wurde durch ein Seitz-Ent- 
keimungsfilter filtriert. Das Filtrat wurde mit Wasser auf 150 ccm 
verdiinnt und durch Saurezusatz auf py 10 gebracht. Durch allmahliche 
Zugabe von Essigsiure (50°,,) wurde eine Serie verschiedener py ein- 
gestellt und die dazugehérigen Triibungswerte durch ihre Lichtabsorp- 
tion im Lange-Kolorimeter gemessen. In genau derselben Weise wurde 
der EinfluB der Alkalikonzentration durch Verwendung von 5-, 10- 
und 20°, iger Kalilauge bestimmt. Der Einflu8 der Temperatur wurde 
durch Einstellen in den Thermostaten bei 32, 45, 50 und 55° C ermittelt. 

' Slosse, Chem. Centralbl. 1928, I, 1443. — ? Vgl. Ergebnisse der 
Enzymforschung 5, 152, 1936. — * M. Heidelberger u. E.O. Menzel, Chem. 
Centralbl. 1934, T, 238. 
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Aus den tabellarischen und graphischen Darstellungen der er- 
haltenen Versuchsergebnisse ergaben sich die giinstigsten Extraktions- 
bedingungen. Einwirkungszeit: etwa 5 Stunden, Alkalikonzentration: 
5°,, KOH, Temperatur: 35°. 

Abb. 3, in der der Einflu8 der Extraktionstemperatur bei 5° jiger 
Kalilauge und 5 Stunden Einwirkungszeit wiedergegeben ist, zeigt 
deutlich zwei Maxima der Lichtabsorption. 1. Bei py etwa 3.8, 2. bei 
pu etwa 8,5. Bei px 8,5 wurde aber 





keine Triibung beobachtet, deshalb ist 
anzunehmen, da} es sich um ein Maxi- / 
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eine Aussage iiber die tatsachlich vor- 
handene Menge gegeben werden konnte. aise 

Da es sich hier um dasselbe Eiweil Abb. 3. 

handelt, d. h. da die Teilchen die- 

selbe Gestalt haben miissen, ist die obige Annalhme berechtigt. Die 
teifezeit der Triibung wurde willkiirlich auf 3 Minuten gesetzt. 

Durch Behandeln von je 1 g Bakterienmasse mit S80 bzw. 120 cem 
5°, iger KOH unter den oben erwahnten giinstigen Bedingungen 
konnten nach Einstellen auf den isoelektrischen Punkt und Zentri- 
fugieren 139 bzw. 130 mg Eiweifi gewonnen werden, dessen Stickstoff.- 
vehalt nach Kjeldahl sich zu 8,8 bzw. 9,3°,, ermitteln lie. Hieraus 
berechnet sich durch Multiplikation mit 6,25 eine Proteinmenge von 55 
bzw.60°,,. Das EiweiB ist also noch stark unrein. Eine Gliihriickstand- 
bestimmung ergab, da} die Verunreinigung zum gréBten Teil aus an- 
organischen Salzen bestand. 

Die Filtrate nach der Fallung mit Essigsiure wurden mit ge- 
sittigter Magnesiumsulfatlésung versetzt. Es entstand hierdurch eine 
weibe, flockige, stickstoffhaltige Fallung, die durch Abzentrifugieren 
und Trocknen mit Aceton gewonnen werden konnte. Um das so gefiallte 
KiweiB naher charakterisieren zu kénnen, wurde sein isoelektrischer 
Punkt ermittelt. Es wurde zunachst versucht, mit durch Elektrodialyse 
gereinigtem Eiweib die Hitzekoagulation bei verschiedenen Wasserstoff- 
ionenkonzentrationen durch Messen der Lichtabsorption zu verfolgen?, 


1 H, Wannow u. K. Hoffmann, Kolloidzeitschr. 80, 294, 1937. 
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Die gréBte erzielte Triibung nach 1, 10 und 15 Minuten Stehen im 
kochenden Wasserbad lag bei py 3,0. Wegen der verwendeten seh: 
verdiinnten Lésung (etwa 0,05°,,ig) waren die gemessenen Absorptionen 
zu klein, um ein eindeutiges Resultat zu erhalten. 

Um den isoelektrischen Punkt sicher festlegen zu kénnen, wurde 
eine neue Methode auf der Grundlage ausgearbeitet, daB ein Protein 
mit Salzlésungen um so leichter ausfallbar ist, je mehr die Wasserstoff- 

ionenkonzentration sich dem_ iso- 
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3g Bakterienmasse wurden unter denselben Bedingungen wie 
friiher extrahiert. Aus dem Safte wurde das bei py 3,8 fallbare Kiweib 
mit Essigsiure ausgefallt. Aus dem Filtrat wurden neunmal 20 ccm 
auspipettiert. Dann wurde auf eine Serie verschiedener py zwischen 6 
und 1,7 gepuffert und die Lésungen auf dasselbe Volumen aufgefiillt. 
Hierauf wurde mit jeder der so erhaltenen Lésungen auf folgende Weise 
die Fallung mit Magnesiumsulfat verfolgt. Zuerst wurden 1, 2. 
3 usw. ccm Magnesiumsulfatlésung zugegeben und jedesmal 10 ccm der 
Lésung in die 10-ccm-Kiivette des Lange-Kolorimeters eingefiillt und 
die Lichtabsorption gemessen. 

Es entstand so fiir jeden der neun eingestellten py-Werte eine 
MeBserie (Abb. 4). Um nun den isoelektrischen Punkt ermitteln zu 
kénnen, wurde Abb. 5 gezeichnet. Hier sind als Abszisse die py-Werte 
und als Ordinate die Lichtabsorptionen bei Zugabe von 8 cem ge- 
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sittigter Magnesiumsulfatldsung aufgetragen. Es wurde diese Magne- 
siumsulfatkonzentration gewahlt, weil hier bei simtlichen Wasserstoff- 
ionenkonzentrationen die Lichtabsorptionen beinahe ihr Maximum 
erreicht haben. 

Aus Abb. 5 ist ersichtlich, daB die gréBte Lichtabsorption bei 
einem pu-Wert zwischen 2,8 und 3,05 liegt. Das Protein ist also hier 
am leichtesten fallbar und der isoelektrische Punkt muB sich innerhalb 
dieser Grenzen befinden. Es hat sich also das zweifelhafte Resultat 
des Hitzekoagulationsversuchs als richtig erwiesen. 

Die verwendete Methode ist deshalb giinstig, weil sie mit sehr 
geringen Mengen eine Bestimmung des isoelektrischen Punktes er- 
méglicht. Voraussetzung fiir richtige Resultate ist natiirlich, dal 
simtliche Lésungen dasselbe Volumen einnehmen, dieselbe Menge des 
Proteins enthalten und ungefahr gleich grobe Salzkonzentrationen 
haben. 

Der isoelektrische Punkt bei py etwa 3,0 liegt sehr nahe an dem 
isoelektrischen Punkt (3,8) des mit Essigsaure fallbaren EiweiBes und 
es kénnte die Vermutung aufgestellt werden, daB es sich um dasselbe 
EiweiB handelte und eine Verschiebung durch die verschiedenen Salz- 
konzentrationen eingetreten war. Hierzu ist aber einzuwenden, dal im 
Hefeautolysat ebenfalls zwei Proteine gefunden worden sind, deren iso- 
elektrische Punkte ebenso nahe aneinander liegen. Fiir das eine, das 
Hefezymocasein, wurde lichtelektrometrisch der isoelektrische Punkt 
zu pu 3.6 gefunden. Fiir das zweite Protein im Hefeautolysat, das 
Cerevesin, ist nach anderen Methoden! der isoelektrische Punkt zu 
pu 4,3 bestimmt worden. Der Unterschied der isoelektrischen Punkte 
ist hier auch nicht gr6Ber und es wird trotzdem allgemein angenommen, 
daB zwei verschiedene Proteine vorhanden sind. 


Darstellung reinerer Proteinfraktionen. 

0,15 ¢ des mit Essigsiure fallbaren EiweiBes wurden in schwacher 
Lauge gelést und 2!'/, Tage dialysiert. Durch Wiederfillen konnten 
aber nur 25°, der berechneten Proteinmenge zuriickerhalten werden 
Der Proteingehalt des dialysierten Produktes wurde nach einer Stick- 
stoffbestimmung auf 95°, berechnet. Auf diese Weise ist es also méglich, 
das Protein ziemlich rein zu erhalten. Der danach eingeschlagene Weg 
war der, durch Anderung der Versuchsbedingungen direkt ein reineres 
EKiweiB zu erhalten. 

Dies gelang auf folzende Weise: 1 ¢ Bakterienmasse wurde mit 
30 cem 5° iger KOH 5 Stunden bei 35° behandelt. Dann wurde mit 
100 cem Wasser verdiinnt und noch | Stunde unter é6fterem Umriihren 


1 Liiers u. Schuster, Kolloidzeitschr. 82, 334, 1923. 
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aut 35° gehalten. Hierauf wurde wie friiher abzentrifugiert, filtriert. 
mit Essigsiure gefallt, abzentrifugiert und mit Aceton getrocknet. 
Das so erhaltene Protein war nach der Stickstoffbestimmung etwa 
82° ig. 

Zusammenfassung. 


Es wurde zuniachst eine photoelektrische Untersuchungsmethodik 
zur Bestimmung des isoelektrischen Punktes von Proteinen an Hefe- 
extrakten ausgearbeitet. Hierbei ergab sich, daB der isoelektrische 
Punkt des Hefezymocaseins zu py 3,6 zu korrigieren ist. Die Zusammen 
setzung der gereinigten Pediokokken wurde ermittelt. 

Der zum Trocknen der Bakterien verwendete Aceton hatte einen 
gelben Farbstoff gelést, der nach dem positiven Ausfall der Carr-Price- 
feaktion zu den Carotinoiden zu gehéren scheint. Da eine Autolyse 
der Pediokokken nicht gelang, konnte durch alkalische Extraktion 
iiber die Halfte der vorhandenen Proteine gelést werden. Aus dieser 
Lésung wurde mit Essigsaiure ein Protein ausgefallt. Der isoelektrische 
Punkt wurde im Lange-Kolorimeter zu py 3,8 bestimmt. 

Aus dem essigsauren Filtrat lieB sich mit gesattigter Magnesium- 
sulfatlésung ein weiteres Protein ausfillen, dessen isoelektrischer Punkt 
durch Hitzekoagulation und eine neuartige Bestimmung dieses Eiweil- 
charakteristikums durch Bestimmung des durch Magnesiumsulfat 
hervorgerufenen Triibungswertes Zu py 3.0 gefunden wurde. 











Beitriige 
zuv biologischen Zellsubstanz-Synthese der Hefe. 
V. Mitteilung: 
Das Verhiltnis von Kohlensiure zu Hefeausbeute. 


Von 
Hermann Fink und Jos. Krebs. 
(Aus dem Institut fiir Garungsgewerbe und Starkefabrikation an det 
Landwirtschaftlichen Fakultat der Universitat Berlin.) 
(Eingegangen am 18, Februar 1959.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


Wahrend sich die bei der alkoholischen Garung des Zuckers auf- 
tretende Kohlendioxydmenge theoretisch nach der Gay-Lussacschen 
Garungsgleichung berechnen lat, bestehen beziiglich der bei der 
biologischen Zellsubstanz-Synthese (Verhefung des Zuckers) auf- 
tretenden Kohlensiuremenge noch keinerlei gesicherte Angaben. 

Nach Effront wird, wie bereits in der ersten Mitteilung erwahnt, 
ein Teil des Zuckers direkt zu Wasser und Kohlendioxyd verbrannt. 
Die Bildung der EiweiBstoffe der Hefe fiihrt iiber Acetaldehyd, wahrend 
die stickstoffreien Stoffe unmittelbar aus dem Zucker gebildet werden 
sollen. Demnach miiBte die bei der Hefeziichtung entstehende Kohlen- 
siuremenge teils aus der direkten Verbrennung des Zuckers, teils aus dem 
Abbau des Zuckers zu Acetaldehyd hervorgehen. Nach A. Bernhauer 
wird auch der fiir die Bildung der stickstoffreien Stoffe nétige Zucker 
zunachst abgebaut, wobei eine der Alkoholgleichung analoge Menge 
Kohlensaure entstehen miiBte. Der Aufbau der stickstoffreien Stoffe 
der Hefe erfolgt dann iiber Alkohol, Essigsiure, Bernsteinsaure usw., 
iiber Brenztraubensaure, Milchsaéure schlieBlich wieder zur Glucose, 
derart, da} durch Decarboxylierung der Oxalessigsiure abermals 2 Mole- 
kiile Kohlensaéure entstehen. Demnach wiirden je 1 Molekiil wieder- 
aufgebauter Glucose 6 Molekiile Kohlensiure frei werden. Beispiels- 
weise wiirden bei einer Ausbeute von 52 g Hefetrockensubstanz je 100 g 
Glucose und einem Zuwachs von 29,1 g EiweiB und 18,72 g stickstoff- 
freien Stoffen mindestens 58,0 g Kohlenséure entstehen, bei héheren 
Ausbeuten und analoger Hefezusammensetzung entsprechend mehr, 
bei niedrigeren Ausbeuten entsprechend weniger. 

Bei den Standardversuchen sowohl mit reinen Zuckerlésungen, 
als auch in bioshaltigen Nahrlésungen wurde der Kohlendioxydgehalt 
der Gargase ermittelt. Infolge der immerhin betrachtlichen Luftmengen, 
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welche bei der Hefeziichtung erforderlich sind, war dies jedoch mit 
nicht zu unterschatzenden Schwierigkeiten verbunden. Erst nach 
verschiedenen Verbesserungen und durch die Wahl der entsprechenden 
Waschflaschen war es méglich, die Kohlensdiure quantitativ zu binden 
und so zu bestimmen. 

Die Ergebnisse sind in den Tabellen [ und IL unserer I. Mittei- 
lung! aufgefiihrt und hier in der Tabelle J nach anderen Gesichts- 
punkten nochmals zusammengestellt. Es ist angefiihrt: 


In Spalte 1 die Nummer des Versuchs. 

2 die verbrauchte Zuckermenge in g. 

3 der Zuwachs an organischen Stotfen in g. 

4 die gebildete Alkoholmenge in g. 

5 die gebildete Kohlendioxydmenge in g. 

6 die Summe der Ertrage an organischen Stoffen und Alkoho! 
in g je 100 g Zucker (Glucose). 

7 die aus 100 g Zucker (Glucose) gebildete Kohlensauremenge in g 


FEabelle I. 





1 2 3 4 5 6 7 


Zuwachs an 


Verbrauchter Zuwachs an : e organischer Gebiidete 
Versuch Zucker organischer oe , on » | + ye wl aes 
(Glucose) Substanz : regs ga coat Alkohol je Glucose 
100 ¢ Glucose 

Nr. g g g g g g 
25 70,00 23,11 11,588 32,05 49,60 15,8 
23 74,02 35,85 0,717 35,30 49,37 17,7 
22 70,67 31,47 3,236 37,00 49,08 52,4 
24 70,00 17,52 16,769 29,55 49,00 {2.2 
10 13,70 35,15 0,577 40,90 48,48 55.5 
12 70,05 30,21 3,238 39780 47,82 56,8 
ee 35,00 16,66 0,000 18,72 47,60 53,5 
16 70,00 33,17 0,000 40,60 47,40 58,1 
15 70,00 32,85 0,170 39,90 47,14 57,0 
29 70,00 32.65 0,210 41,60 47,00 59,4 
9 70,00 31,94 0,820 37,50 46,77 53,5 
31 70,00 32,54 0,051 41,30 46,57 59,0 
28 70,00 32,46 0,074 42,40 46,51 60,5 
26 70.00 32,20 0,318 40,50 46,45 57,9 
18 35,00 16,22 0,000 19,72 46,30 56,4 
11 73,70 33,92 0,674 42,30 46,19 57,5 
is 70,00 31,81 0,513 38,10 46,13 54,4 
19 34,87 15.96 0,161 19,25 16,10 55,1 
30 70,00 31,79 0,000 42,95 15,40 61,3 
27 70,00 31,67 0,042 41,40 45,36 59,1 
32 70,00 31,53 0,000 42,00 45,00 60,0 
14 70,00 31,30 0,128 39,50 44,88 56,4 


Die Reihenfolge der Versuche ist nach der Summe der Ausbeuten 
an organischen Stoffen und Alkohol je 100 g Zucker, mit den héchsten 


1 Fink uw. Krebs, diese Zeitschr. 299, 1, 1938. 
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Werten beginnend, geordnet. Da die bei den Versuchen erhaltene 
Kohlendioxvdmenge sowohl auf das Hefewachstum als auch auf die 
Alkoholbildung zuriickzufiihren ist, wurden in Spalte 6 die Ertrage an 
Alkohol und organischer Hefetrockensubstanz addiert, um sie mit den 
in Spalte 7 angefiihrten Kohlensiurezahlen in bezug zu bringen. 


Es ist zunaechst zu ersehen, daB, mit Ausnahme von den Versuchen 23, 
24 und 25, welche mit einem Zusatz von Malzkeim- bzw. Trockeneigell- 
ausziigen durchgefiihrt wurden, die Menge der erhaltenen Kohlensiure héher 
ist als sich nach der Alkoholgleichung aus der gleichen Zuckermenge er- 
rechnet. 

Wahrend bei den Versuchen mit Eigelbextraktzusatz 24 und 25 die 
Kohlensaéuremenge erheblich unter dem nach der Alkoholgleichung sich er- 
rechnenden Wert liegt, ist der Unterschied bei Versuch 23 mit einem Auszug 
von Malzkeimen nur gering. Die Differenz kann beispielsweise daraut 
beruhen, da noch andere Zwischen- bzw. Nebenprodukte als Alkohol 
gebildet werden, speziell solche, bei denen es in den eben erwahnten Fallen 
noch nicht zur Kohlenséureabspaltung kam. Tatsachlich konnte bei eine: 
Probe der vergorenen Fliissigkeit von Versuch 23 mit 2, 4-Di-nitro-phenyl- 
hydrazin ein hellgelber Niederschlag erzielt werden, der sich als Hydrazon 
der Brenztraubensaéure identifizieren lie. 


Wenn nun normalerweise mehr Kohlendioxyd gebildet wird als 
der Garungsgleichung entspricht, so kann dies bei Voraussetzung, dab 
der gesamte Zucker erst abgebaut wird, zundchst darauf beruhen, dab, 
wie von Bernhauer angenommen wird, beim Aufbau eines Teils der 
Hefekérpersubstanz nochmals Kohlensaure abgespalten wird. Hiernach 
mite sich dann mit steigender Hefeausbeute auch die Menge der Kohlen- 
saure erhéhen. Andererseits kann der héhere Anfall an Kohlensaure 
auch darauf zuriickzufiihren sein, da ein Teil des Zuckers bzw. der 
Zwischen- oder Nebenprodukte zu Kohlensaure und Wasser verbrannt 
wird. Die diesen Stoffen entsprechende Zuckermenge geht dann fiir 
den Hefeaufbau verloren, so da schlieBlich die Hefeausbeute um so 
niedriger sein mub, je gréBer die Menge der gebildeten Kohlensaure 
ist. Tatsachlich konnte bei Doppelversuchen mit reinem Alkohol als 
Kohlenstoffquelle festgestellt werden, da bei einer der Ziichtungen 
ein gréBerer Teil des Alkohols zu Kohlendioxyvd und Wasser unter 
Freiwerden von Energie verbrannt wurde und so fiir den Aufbau 
von Hefekérpersubstanz verlorenging. Dies auBerte sich sowohl in 
der Erhéhung der gebildeten Kohlensiuremenge und Verminderung 
der Hefeausbeute als auch in der steten Steigerung der Temperatur 
des Naihrmediums ohne auberes Zutun, gegeniiber einem steten Ab- 
fallen derselben beim Parallelversuch. 


Wie aus der Tabelle I ersichtlich ist und wie die Kurve, Abb. I, 
noch deutlicher veranschaulicht, nimmt bis auf einige Ausnahmen 
mit fallenden Ausbeuten an organischen Stoffen und Alkohol die Menge 
der gebildeten Kohlensaure zu. 
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Aut der Abszisse des Kurvenbildes sind die Ausbeuten an organi- 
schen Stoffen und Alkohol aus 100 ¢ Zucker aufgetragen und auf der 
Ordinate die aus 100g Zucker gebildete Kohlensiuremenge. 

Es ist vorstellbar, daB je nach dem physiolo- 
| gischen Zustand der Hefe oder bei mehr oder 
weniger fiir das Hefewachstum giinstigen Ver- 
suchsbedingungen (z. B. in der Garfiihrung) auch 
ein mehr oder minder groBer Teil des Zuckers in 
Stabile’ Zwischen- oder Nebenprodukte — tiber- 
gefiihrt wird, welche dann von der Hefe, um eine 
Anreicherung derselben zu vermeiden oder auch 
um einen erhéhten Energiebedarf zu decken, total, 
also zu Kohlendioxyd und Wasser, verbrannt 





+4 werden und so eine Verringerung der Hefeaus- 
| beuten nach sich ziehen. 

| pn | Sn Ey CONEY TaN es ETB 
] “Wd UE WR 6) ° * s 7 ; 
Prd Re AOE 8 Bei unseren  standardisierten Ziichtungsver- 
g (org Stoffe + Alkoho// je 1009 Glucose cia oe ac ? la 
Abb. 1 suchen mit~ Torula utilis bei intensiver Liiftung 
in mineralischen Zuckerlésungen wurde gefunden, 


da in den meisten Fallen einer héheren Hefeausbeute ein geringerer 
Anfall von Kohlensaure entspricht und umgekehrt. 























Beitriige 
zur biologischen Zellsubstanz-Synthese der Hefe. 
VI. Mitteilung: 
Der in den vergorenen Nahrsubstraten enthaltene Stickstoff. 


Von 
Hermann Fink und Jos. Krebs. 
(Aus dem Institut fiir Garungsgewerbe und Stirkefabrikation an der 
Landwirtschaftlichen Fakultat der Universitat Berlin.) 


(Eingegangen am 2, Mérz 1939.) 


Von der vergorenen, hefefreien Fliissigkeit der Versuche mit rein 
anorganischer Stickstoffernahrung wurde der Gehalt an gesamtem 
Reststickstoff und an anorganischem Stickstoff bestimmt. Die Differenz 
von beiden wurde als organischer Stickstoff betrachtet, der von der 
Hefe herriihren mub. 

Nach H. Claassen werden von Kulturhefen im Laufe der Ziichtung 
bis zu etwa 7°, des von der Hefe aufgenommenen Stickstoffs wieder 
an die Nahrlésung abgeschieden. Es sollte nun zunachst festgestellt 
werden, inwieweit dies auch fiir die Ziichtungen mit Torula utilis zu- 
trifft oder wieviel von ihr wieder ausgeschieden wird. Bei einigen Ver- 
suchen wurde ferner noch die Menge des formoltitrierbaren Stickstoffs 
bestimmt, nachdem die Ammoniumsalze durch Ausschiitteln mit 
Natriumpermutit! entfernt waren. Die Ergebnisse dieser Unter- 
suchungen sind in Tabelle I zusammengestellt. Es ist angefiihrt: 

In Spalte 1 die Nummer des Versuchs. 

2 der gesamte, nach Kjeldahl ermittelte Reststickstoff in g. 
der Reststickstoff, bezogen auf die angewandte Stickstoffmenge 
in %. 

der anorganische, mittels Magnesiumoxyd im Unterdruck 
bestimmte Stickstoff in g, und 

bezogen auf den gesamten Reststickstoff in %. 

der organische Stickstoff, ermittelt als Differenz von gesamtem 
Reststickstoff und anorganischem Stickstoff in g, sowie 

7 bezogen auf den gesamten angewandten Stickstoff in % und 


” 


nw 


— 


— SY 


8 bezogen auf den von der Hefe wahrend der Ziichtung umge- 
setzten Stickstoff. 
es ‘i 9 der formoltitrierbare organische Stickstoff in g, und 
ie , 10 bezogen auf den organischen Stickstoff in %. 


Wie aus den Ergebnissen zu ersehen ist, wurden durchschnittlich 
nur etwa 1,93°,,, jedoch nicht iiber 3,21°,, des von der Hefe umgesetzten 
Stickstoffs in der vergorenen Fliissigkeit als organischer Stickstoff 


1 Vgil. I. Mitteilung, diese Zeitschr. 299, 13, 1938. 
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gefunden. Hiervon war nur ein verhaltnismaBig kleiner Teil formolti- 
trierbar, also vom Charakter der Aminosauren. 

Da in den angewandten Nahrsubstraten kein organischer Stickstoff 
enthalten war, kann angenommen werden, da der in den vergorenen 
Lésungen vorhandene von der Hefe abgeschieden wurde. 


Kin groBer Teil dieser ausgeschiedenen Stickstoffverbindung 


scheint vom Charakter einfacher EiweiBkérper zu sein. So konnte 
bei Versuchen mit Alkohol in der vergorenen Nahrlésung durch Zugabe 
von Alkohol oder Ather eine gallertartige Ausfallung erhalten werden, 
welche ohne besondere Reinigung rund 10°, Stickstoff in der Trocken- 
substanz enthielt und in einigen Farbreaktionen sich ebenso verhielt 
wie ein zum Vergleich verwendetes Blutalbumin. Nahere Unter- 


suchungen hieriiber sind im Gange. 


Ta belle I. 











1 2 3 4 ) 6 7 8 9 10 
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0,190 1,06 1,68 — 
0,128 2,02 2,13 0,024 18,7 
0,069 1,87 1,99 a 

0,053 = 1,66 1,66 ; 

0,071 2,05 2,06 0,014 19,7 
0,048 1,35 1,48 - 

0,049 1,38 1,51 {| 0,017 34,7 


Vor Re Ste 


: 0,446 7,05 | 0,319 
dD 0,240 6,45 0,1 70 
6 0,060 1,89 | 0,007 
7 0,084 2,42 | 0,013 
8 0,383 10,70 0,334 
9 0,363 | 10,31 0,314 

10 0,473 | 12,27 | 0,384 0,089 -2,31 2,54 

aa 0,409 10,47 0,382 0,027 0,69 0,75 
12 0,338 9,70 | 0,286 | 84,5 0,052 1,50 1,64 
13 0,533 | 13,58 | 0,505 | 94,8 0,028 ~=—0,,71 0,82 
14 0,621 16,02 0,561 90,3 0,060 1,55 1,80 —- 
15 0,187 5,41 0,141 75,1 0,047 1,35 1,38 — 
16 0,268 7,45 | 0,200 74,7 0,068 1.89 1,97 — 
17 0,107 5,72 0,060 56,0 0,047 2,51 2,57 
18 0,085 4,80 | 0,057 67,1 0,028 1,58 1,62 
19 0,049 8,22 | 0,018 | 37,0 0,031 2,02 2,02 
26 0,762 | 19,10 | 0,665 87,4 0,097 2,42 2,90 
27 0,334 9,66 0,231 | 69,2 0,103 2,98 3,21 - 
28 0,294 8,26 0,225 76,6 0,069 1,94 2,06 - 
29 0,557 | 14,15 0,485 69,1 0,072 1,83 2,05 ae — 
30 0,431 11,60 0,349 81,0 0,082 2,20 2,39 — — 
31 0,320 8,35 0,257 80,3 0,063 1,64 1,74 - 
32 0,388 10,40 0,307 79,1 0,081 | 2,17 2,32 _ 


Mittel- 
wert: - 10,33 72,4 — 1,78 1,93 - 24,4 


1 7,010 38,95 6,820 
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Studien iiber Phosphatase. 
X. Mitteilung: 
Uber den Einflu8 versehiedener organischer Farbstoffe 
auf die Phosphatase. 
Von 
Ryuzo Iwatsuru und Kimio Nanjo. 
(Aus der Il. medizinischen Klinik der Kaiserlichen Universitat zu Osaka.) 


(Eingegangen am 11, Dezember 1938.) 


I. Einleitung. 


Hiraoka, Iwakura und Sugano berichten iiber die intravenése Injektion 
von Acridinfarbstofflésungen bei Menschen und Kaninchen. Die Injektion 
entfaltet je nach dem Farbstoff im Organismus eine eigentiimliche, steri- 
lisierende Wirkung und ruft zugleich eine Leukocytose mit Férderung der 
Antikérperproduktion hervor. Yanagiwara teilte mit, daBs Methylgriin, 
Methylenblau, Eosin und Neutralrot bei gleichzeitiger Eimwirkung von 
Sonnenstrahlen eine mehrfach verstarkte giftige Wirkung entfalten, ver- 
glichen mit threr Wirkungskraft im Dunkeln. Von R. Jakobson, H. v. 
Tappeiner, A. Jodlbauer, O. Raab und Tamaki wurde dies auch bei fluores - 
zierenden Substanzen wie Acridin-, Fluoreszein- und Chinolintarbstoffen 
bestatigt gefunden. 

Weiter berichteten tiber den EinfluB der verschiedenen Farbstoffe 
auf die Gewebeatmung und Glykolyse G. Barron und G. A. Harrop, O. War- 
burg, L. Michaelis und K. Salomon, W. Fleischmann und S. Kann sowie 
Kawaguchi von unserer Klinik. SchlieBlich haben noch P. Hiissy, R. Roosen, 
Mellanby, Minekishi und Kimura mitgeteilt, da®B Acridinfarbstoffe und 
Pyrrolblau die Entwicklung bésartiger Geschwiilste bei Versuchstieren 
entweder zu hemmen oder zu fé6rdern imstande sind. 


Wir haben nun untersucht, was fiir einen Einfluf} diese Farbstoffe 
in vitro auf die Phosphatase ausiiben, sowie welche Schwankungen 
der Blut- und Serumphosphatasenwerte bei Kaninchen durch ihre intra- 
vendse Injektion hervorgerufen werden. 


Il. Methodisches. 


1. Die von uns benutzten Farbstoffe sind folgende: Methylgriin 
(Griibler) Cy,H y.N.Cl, phosphorfrei; Methylenblau med., chem. rein, chlor- 
zinkfrei, phosphorfrei; Pyrrolblau (s. Isaminblau) (@Gribler), phosphorfrei; 
Brillantcresviblau (Griibler), phosphorfrei; Trypaflavin (Werck), phosphor- 
frei. 
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2. Versuche in vitro. Als Fermentlésung wurde ein 10 °oiger Extrakt 
aus der getrockneten Rindensubstanz der Rinderniere sowie frisches Blut 
von einem chronischen myeloischen Leukamiker benutzt, dessen Phos- 
phatasewerte sehr hoch waren. 


Um den EinfluB der Farbstoffe klarzustellen, untersuchten wir die 
Phosphatasenwirkung nach Zusatz von je 0,2, 0,5 und 2,0°% Methylgriin, 
Methylenblau, Pyrrolblau, Brillanteresylblau und Trypaflavin. Zu de: 
Bestimmung der Phosphatasenwirkung des Extraktes von Rindensubstan, 
der Rinderniere verwandten wir die Newberg-Karzagsche Methode uni 
zu der des leukémischen Blutes die IJwatsuru-Nanjosche 24-Stunden- 
Methode. 

3. Tierversuch. Bei mannlichen, weiBen Kaninchen von etwa 2,5 ky 
Koérpergewicht, denen taglich 2,0 cem einer 0,5 %igen Lésung der vore1 
wihnten Farbstoffe in die Ohrvenen injiziert wurden, beobachteten wit 
30 Tage lang das Blutbild sowie die Phosphatasenwirkung. Zur Bestim- 
mung von Blut- und Serumphosphatase wurde ausschlieBlich die Iwatsuru- 
Nanjosche 24-Stunden-Methode verwendet, fiir die nur frisches Blut bzw. 
Serum, sofort nach Entnahme aus der Ohrvene, in Anwendung kamen. 
Material, welches bereits 4 Stunden gelagert hatte, kam niemals zur Ver- 
wendung. Die Formelemente des Blutes wurden durch Blutzahlung und 
Giemsa-Farbung qualitativ und quantitativ kontrolliert. 


Ill. Ergebnisse. 
1. Versuche in vitro. 
Die Ergebnisse unserer VerSuche in vitro sind in den Tabellen | 
und IL zusammengestellt. 


Alle Farbstoffe vermindern die Phosphatasenwirkung sowohl des 
Extraktes aus Rindensubstanz der Rinderniere als auch des Blutes 
eines chronischen myeloischen Leukamikers. 


Im einzelnen ist die Reihenfolge, in der die untersuchten Farbstoffe 


in den angewandten Konzentrationen die Phosphatasenaktivitat be- 


einflussen, verschieden. 
Die Reihenfolge ist bei der Nierenphosphatase und der Blut- 


phosphatase : 


mit Methylgriin 0.6%, > 2.0% > 02%, 
mit Methylenblau 05% +025, > 20%; 
mit Pyrrolblau 20%, > 0.5% > 62%, 


v 


mit Brillantcresylblau 2,0°,, > 0,5°,, > 0,2°, 


mit Trypaflavin 0,55 > 20% >0,2%. 
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2. Tierversuche. 


A. Methylgriin. 
Tabelle III. 











Datum : 24. XI. 4. XII. 14. XII. 24. XII. 
Injektion : vor Injektion 10mal 20 mal 30 mal 
Erythrocytenzahl (104) .. 490,5 444,5 500 460 
Leukocytenzahl ......... 10 020 9000 10 100 9800 
Hb-Gehalt nach Sahli in % 96 88 95 95 
Hamatokritzah! in Vol.-°% 36 36 36 36 
a. neutrophile L. 37,6 38,8 $2.4 50.2 
<i eosinophile _L. O04 0,4 0,6 1,4 
cyten- ‘ ‘ 
phew basophile L. .. 0 0 0 0 
in %/ | Lymphocyten. 61,2 55,8 55,6 47,8 
/o sonstige L.* .. 0,8 5,0 1,4 0,6 
Phospha-( Blut ........ | 4,2 48 48 5,0 
tasewert \ 3,9 4,8 4,8 5,0 
in Ein- ” » 99 9 
: = | 1,7 2,0 aye 2,0 
heiten | serum ...... 20 20 20 20 


* Sonstige L. umfaBt Myelocyten, Metamyelocyten und Monocyten. 


Die Leukocytenzahl des Blutes zeigt bei einem Vergleich nach 
der wiederholten Injektion nur geringe Abweichungen von derjenigen 


vor der Injektion; dagegen vermhehren sich die absolute Zahl und der 


Prozentsatz der eosinophilen und neutrophilen Leukocyten, und dem- 


entsprechend vergréBern sich Blut- und Serumphosphatasewerte. 


B. Methylenblau. 
Tabelle IV. 











Datum : 27. XI. 7. Ril. 17. Xan. 27. XII. 

Injektion : vor Injektion 10 mal 20 mal 30 mal 
Erythrocytenzahl (104) .. 466 458 460 473 

Leukocytenzahl ......... 13 000 12 600 11 800 11 100 
Hb-Gehalt nach Sahli in % 92 93 90 90 
Hamatokritzahl in Vol.-% 38 36 37 37 
neutrophile L. 45,0 43,8 46,8 50,0 
Lenko- | eosinophile L. 0 1,6 0 0,6 

Ft nak basophile L. .. 0 0 0 0 

arten | Lymphocyten. 47,0 48,6 51,0 48,0 
© ‘ sonstige L.... 8,0 6,0 2,2 1,4 
Phospha-( Blut ........ | me ! be “ 
tasewert | 6,4 b, 4 6, ¢ 6,7 
in Ein- ) | 2,0 2,0 1,4 1,4 
heiten | Serum ...... L7 7 U4 U4 


Nach der Injektion des Farbstoffes vermindert sich die Leukocyten- 
zahl in geringem Mabe. Obwohl sich der Prozentsatz der neutrophilen 
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Leukocyten vermehrt, bleibt ihre absolute Zah] nahezu uwnverandert. 
Blut- und Serumphosphatasewerte zeigen beinahe keine Schwankungen. 


C. Pyrrolblau. 








Tabelle V. 
Datum : 24. X. 3. XI. 13. XI. 23. XI. 
Injektion : vor Injektion 10 mal 20 mal 30 mal 
Erythrocytenzahl (104)... 512 501 510 500 
Leukocytenzahl ......... 9500 9250 9350 9400 
Hb-Gehalt nach Sahli in % 95 95 94 95 
Hamatokritzahl in Vol.-°% 39 40 39 39 
; neutrophile L. 52,4 49,6 46,4 42.6 
Leuko- ; ; ; pay ; 
é eosinophile L. 0,4 0,9 2,9 3,4 
cyten- 2 
pat basophile L. .. 0 0 0 0 
= ny | Lymphocyten. 39,0 49,5 49,5 52,4 
n Yo sonstige L. ... 2,0 1,0 1,2 1,6 
Phospha-| Blut ........ Oye 00 4,8 4,2 
tasewert \ 5,3 5,3 4,8 15 
in Ein- 0,6 0,6 0,6 0,6 
heiten erent +........4 0.8 0.6 06 08 





Nach der Injektion der Pyrrolblaulésung wird die Leukocytenzahl 
fast nicht verandert. Der Prozentsatz der eosinophilen Leukocyten 
wird auffallend vermehrt, wahrend der der neutrophilen Leukocyten ab- 
nimmt. Als Folge davon vermindert sich die absolute Zahl der letzteren 
und Blut- und Serumphosphatasewerte werden dementsprechend 











kleiner. 
D. Brillantcresylblau. 
Tabelle VI. 

Datum : 26. XI. 6. XII. 16. XIL. 26. XII. 

Injektion : vor Injektion 10 mal 20 mal 30 mal 
Erythrocytenzahl (104) .. 647,5 590 507 539 
Leukocytenzahl ......... 6200 6300 4100 5400 
Hb-Gehalt nach Sahli in % 97 93 88 94 
Hamatokritzah] in Vol.-% 39 38 38 38 
neutrophile L. 55,0 36,4 31,4 35,2 
Lenko- | eosinophile L. 0.4 0,2 0,2 0,4 

4 rood basophile L. .. 0 0 0 0 

in °/ Lymphocyten. 40,4 56,2 64,8 59,0 
sad sonstige L. ... 4,2 7,0 3,6 4,8 
Phospha- | 4,8 4,2 3,4 2,5 
rs, me | MUR sos vrs 15 3'9 31 2°5 
in Ein- { 2,8 2,5 1,7 1,4 
heiten | Serum...... 2'5 25 7 14 
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Die Leukocytenzahl sinkt mit jeder Injektion dieser Lésung, die 
neutrophilen Leukocyten vermindern sowohl ihren Prozentsatz als auch 
ihre absolute Zahl; dementsprechend werden die Blut- und Serum. 
phosphatasewerte geringer. 


KE. Trypaflavin. 
Tabelle VII. 








Datum : 28. X. 7 XI. 18. XI. 27. XI. 

Injektion : vor Injektion 10 mal 21 mal 30 mal 
Erythrocytenzahl (104) .. 570 542 480 455 

Leukocytenzahl ......... 10 200 10 300 11 200 14 100 
Hb-Gehalt nach Sahli in % 97 97 94 95 
Hamatokritzahl in Vol.-% 38 38 37 37 
: neutrophile L. 40,0 45,1 51,8 58,7 
Leuko- : : ‘ : 
enediis eosinophile _L. 2 0,6 3,1 8,5 

ten 1 basophile L. .. 0 0 0 0 

ree | Lymphocyten. 59,2 53,5 44,1 32,0 
/0 sonstige L. ... 0,6 0,8 1,0 0,5 
Phospha- | 7,3 7,3 8,7 9,5 
sananiaa Me cisanis con 70 76 84 101 
in Ein- : 2,0 2,2 20 2,8 
heiten | SOGUM «6.5. 9.0) 29 9'9 3] 


Nach der Injektion dieses Farbstoffs wird die Leukocytenzahi| 
immer gréBer: ebenso vermehren sich die eosinophilen und neutro- 
philen Leukocyten sowohl in ihrem Prozentsatz als auch in ihrer absoluten 
Zahl ganz betrachtlich. Dementsprechend werden auch die Blut- und 
Serumphosphatasewerte vergr6Bert. 


IV. Betrachtung der Ergebnisse und Versuche. 


Wir mochten hier die oben angefiihrten Ergebnisse unserer Tier- 
versuche wie folgt zusammenfassen : 





Absolute Zahl 


cleakei, pile “pile” “Choate” phoma phoma 
’ 0 in 0 Neutrophilen tase apa 
Methylgriin ......... +} af. L 4 eee ale 
Methylenblau ....... ote + + }- an 4 
PYTOOIDIEG i. 85 cs aad soos. -- ~ au 
Brillantcresylblau ... - ae 
Trypaflavin ......... +. Se a ae eo Me ee pie Sng ee 
+: Zunahme oder Verstirkung. —: Abnahme oder Abschwichung. -: Kein Einfluss 
++ +++: Deutliche Zunahme oder Verstarkung. : Deutliche Abnahme oder Abschwichung 


Die von uns festgestellten Schwankungen der Blut- und Serum. 
phosphatasewerte, die parallel mit denen der eosinophilen und neutro. 











die 
uch 
im. 








Studien iiber Phosphatase. X. 2] 


philen Leukocyten des Blutes verlaufen, stehen véllig in Ubereinstimmung 
mit unseren, in friiheren Mitteilungen wiedergegebenen Beobachtungen. 

Dabei muB man selbstverstandlich eine durch die ins Blut einge- 
fihrten Farbstoffe selbst verursachte Hemmung_beriicksichtigen. 
Da jedoch diese Stoffe in dem Organismus sofort nach ihrer Injektion 
stark verdiinnt und entweder an der BlutgefaBwand oder in den Paren- 
chymzellen der Organe abgelagert und zum Teil schnell im Harn aus- 
vgeschieden werden, kann man ihre direkte hemmende Wirkung auch 
auBer acht lassen. 

Wir haben auBerdem Versuche mit 2,0°,iger und 0,2° ,iger Farb- 
stofflésung angestellt, aber eine intravenése Injektion von 2,0 cem der 
20° igen Lésung ruft sehr oft den Tod des Tieres hervor, wahrend eine 
soleche der 0,2°,,igen Lésung bald im Blute verschwindet und kaum 
ein Einflu8 bemerkbar ist. Wir haben deshalb bei den Ergebnissen nur 
die mit 0,5° iger Lésung verzeichnet. 


V. Zusammenfassung. 


1. Methylgriin, Methylenblau, Pyrrolblau, Brillantcresylblau und 
Trypaflavin verursachen sowohl eine Verminderung der Nieren- 
phosphatase als auch der Blutphosphatase. 

2. Die tagliche intravenése Injektion von je 2 ccm der 0,5° igen 
Lésung von Methylgriin, Methylenblau, Pyrrolblau, Brillantcresylblau 
oder Trypaflavin wahrend 30 Tagen zeigt folgende Wirkungen: 

A. Methylgriin: 

Vermehrung der Leukocytenzahl, insbesondere der eosinophilen und 
neutrophilen Leukocyten, folglich auch VergréBerung der Blut- und Serum 
phosphatasewerte. 

B. Methylenblau: 

Kein Einflu8 auf Blatbild, Bhat- und Serumphosphatasewerte. 

C. Pyrrolblau: 

Kaum merkliche Schwankung der Gesamtzahl der Leukocyten, Ver- 
minderung der absoluten Zahl der neutrophilen Leukocyten sowie der Bhut- 
und Serumphosphatasewerte. 

D. Brillantcresylblau: 

Betrachtliche Verminderung der Leukocytenzahl, ganz besonders der 
neutrophilen Leukocyten; folglich eine auffallende Verminderung der 
Blut- und Serumphosphatasewerte. 

E. Trypaflavin: 

Auffallende Vermehrung der Leukocytenzahl, insbesondere der eosino- 
philen und neutrophilen Leukocyten, folglich auch betrachtlicheVerstarkung 
der Blut- und Serumphosphatasewerte. 


3. Die Schwankungen der Blut- und Serum-Phosphatasewerte des 
normalen Kaninchens verlaufen parallel zu denen der eosinophilen 
und der neutrophilen Leukocyten. 
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XI. Mitteilung: 
Uber die Phosphatasewirkung des Blutes sowie des Serums 
bei klinischer und experimenteller Eosinophilie. 
Von 
Ryuzo Iwatsuru, Yoshihiko Minami und Kimio Nanjo. 


(Aus der II. medizinischen Klinik der Kaiserlichen Universitat zu Osaka. 


(Eingegangen am 19. Dezember 1938.) 


I. Einleitung. 
Es ist eine allbekannte Tatsache, dab die Eosinophilie bei aller- 
gischen Krankheiten, insbesondere bei Asthma bronchiale und _ bei 
Herminthiasis ausnahmslos auftritt. 


So haben Yamazaki und Kobayashi bei Menschen durch kiinstliche 
Einverleibung wie auch durch natiirliche Infektion der Larven von 
Anchylostomum duodenale, 7’. Engelberth bei Kaninchen durch mehr- 
tigige wiederholte Injektion von Antileprol, Lebertran und fliissigem 
Paraffin in die Venen eine ausgesprochene Eosinophilie hervorgerufen. 

In unserer X. Mitteilung berichteten wir, da die intravendse 
Injektion von Methylgriin- sowie Trypaflavinlésung bei Kaninchen eine 
deutliche Eosinophilie und infolgedessen betrachtliche Zunahme der 
Blut- und Serumphosphatasewerte zur Folge hat. AnschlieBend an 
diese Arbeit haben wir uns nun mit den Blut- bzw. Serumphosphatase- 
werten von Menschen beschaftigt, die an Herminthiasis (Ascaris, An- 
chylostomum duodenale und Taenia) litten, sowie mit denjenigen von 
Kaninchen, bei denen wir mittels Injektion von fliissigem Paraffin 
oder eines Extraktes aus dem Ascariswurm in die Venen experimente!| 
Eosinophilie erzeugt hatten. 


Il. Methodisches. 


1. Klinische Untersuchungen. 


Es wurden vor und nach Wurmtreibung nach der Neuberg-Karzagschen 
Methode die Phosphatasewerte von Kranken, die an Ascaris, Anchylostomum 
duodenale oder Taenia litten und bei denen Eosinophilie im Blut nachge- 
wiesen worden war, bestimmt. 


2. Tierversuche. 


Wir teilten die Tiere fiir die Versuche in zwei Gruppen ein, und zwar 
umfaBte die erste weiBe. mainnliche Kaninchen von etwa 3 kg Kérper- 
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gewicht, denen taglich 2 ccm sterilisiertes fliissiges Paraffin in die Ohr- 
venen injiziert worden war, um nach 7’. Engelberth Eosinophilie hervor- 
zubringen. Blutbild sowie Blut- und Serumphosphatasewerte wurden 
taglich, sowohl vor, als auch nach der Injektion bestimmt. 


Die zweite Gruppe umfaBte weiBe, miainnliche Kaninchen von etwa 
2,5kg Koérpergewicht, denen 3 Tage lang taglich 3,0 cem eines 10 %igen 
Extraktes aus dem Ascariswurm in die Ohrvenen injiziert und auf diese 
Weise eine Eosinophilie beigebracht worden war. Wie oben wurden Blut- 
bild und Blut- und Serumphosphatasewerte untersucht. 

Dabei verwendeten wir zur Bestimmung der Blut- und Serumphos- 
phatasewerte die Iwatsuru-Nanjosche 24 Stunden-Methode. Es wurde 
nur solches Blut oder Serum benutzt, nach dessen Entnahme héchstens 
3 Stunden vergangen waren; 4 Stunden stehengebliebenes Material wurde 
niemals verwendet. 


Herstellung des Ascarisextraktes. 


Erwachsene Ascariswiirmer wurden mit physiologischer Kochsalz- 
lé6sung gereinigt und dann unter AusschluB von Warme, Licht und Staub 
getrocknet und zermahlen. Das so erhaltene Pulver wurde in der zehnfachen 
Menge physiologischer Kochsalzlésung suspendiert, 24 Stunden lang im 
Kisschrank mazeriert und extrahiert. Die klare Fliissigkeit wurde durch 
Zentrifugieren von dem Niederschlag getrennt. Selbstverstandlich wurde 
vor dem Versuch mit dem Mikroskop das Nichtvorhandensein von Ascaris- 
elern an einem Tropfen der Fliissigkeit festgestellt. 


Ill. Ergebnisse. 
1. Klinische Untersuchungen: 
Bei von Eosinophilie begleiteten Fallen von Herminthiasis zeigten 
sich die Blutphosphatasewerte im Blut der Kranken auffallend hoch, 
etwa zwei- bis dreimal so hoch wie beim normalen Menschen. Nach 


, Tabelle 1. Gesundes Menschenblut (31jahriger Mann). 
Erythrocytenzahl 4400000. Leukocytenzahl 5500. Hamatokritzahl 39,0. 
EKosinophile Leukocyten 2,0°) (absolute Zahl in 1,0 emm 110). 





Tage im Brutschrank : 1 2 4 6 8 10 
Se SR er 0,0000 0,0000 0,0003 0,0003 0,0005  0,0005 
Spaltungskraft in °)...... 0,0 0,0 1,8 1,8 3,0 3,0 


Tabelle If. Askariasis- Blut (30jahriger Mann). 
Erythrocytenzah! 7 590000. Leukocytenzahl 8000. Hamatokritzahl 37,0. 
Eosinophile Leukocyten 15,0°) (absolute Zahl in 1,0e¢mm 1200) 





Tage im Brutschrank: 1 3 5 7 10 


oS ee ht ae 0,0002 0,0008 0,0008 0,0011 0,0011 
Spaltungskraft in °, .... 1;2 4,9 4,9 6,7 6,7 








hr- 


or- 
len 
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der Wurmtreibung, wenn die Zahl der eosinophilen Leukocyten sich 
dem normalen Wert wieder genahert hatte, wurden die Phosphatase- 


werte wieder betrachtlich kleiner und erreichten fast die Normalwerte. 


Tabelle 1. Anchylostomiasis-Blut (l5jéihriges Madchen). 





Vor der Nach der 
Wurmtreibung Wurmtreibung 
Erythrocytenzahl ............... 2 950.000 3970000 
ERUROCVEONZARL . 0. k ec cescetee 3.200 5 800 
Hamatokriteanl .... 6.05.85 cece 21,0 29,0 
Eosinophile Leukocyten ......... 23,0% 7,0% 
Eosinophile Leukocyten, absolute 
Zahl in 1,0cmm Blut ......... 736 408 
Tage im Brutschrank: 1 3 5 7 
Mg, P,O, { Vor der Wurmtreibung  0,0004 0,0005 0,0006 0,0011 
in g | Nach ,, “a 0,0000 0,0000 0,0002 0,0005 
Spaltungs- { Vor der Wurmtreibung 2,4 3,0 3,6 6,7 
kraft in /) | Nach ,, “4 0,0 0,0 1,2 3,0 


Tabelle IV. Taeniasis-Blut (28jahrige Frau). 
Fabelle IV. 1 Blut (28jahrige Frau) 





Vor der Nach der 
Wurmtreibung Wurmtreibung 

BPVtRrOCytenZAhl | 3... 6006 p:ccccanss 4500000 4400 000 
eukocytenzahl «oo. os 6cc ies cee 9 500 5 500 
Cae) ay it | a ee a 35.5 39.0 
Eosinophile Leukocyten ......... 12:0 % 2.0% 
Eosinophile Leukocyten, absolute 

2eb) in 1,0ctam. Blut: ....65. 06 1140 110 

Tage im Brutschrank: 1 2 4 6 7 s 10 


Mg,P,0, | VorderWurmtreibung 0,0002 0,0004 0,0005 0,0008 0,0009 0,0012 


in g | Nach,, es 0,0000 0,0000 0,0003 0,0003 0,0005 
Spaltungs- { VorderWurmtreibung 1,2 2.4 3,0 4,9 5,5 7,3 
kraft in °/, | Nach,, & 0,0 0,0 1,8 1,8 3,0 


2. Tierversuche. 
EinfluB des Hungers auf die Phosphatase sowie die 
Blutleukocytenzahl. 

Weibe, mannliche Kaninchen, die als tagliches Futter etwa 300 g 
Tofukara (Bohnengallert-Riickstand) und 50g frisches Gemiise er- 
halten hatten, wurden fiir den Versuch nur mit taglich 150 g frischem 
Gemiise gefiittert und so im chronischen Hunger gehalten. Dabei 
wurden die Schwankungen ihres Blutbildes sowie der Blut- und Serum- 
phosphatasewerte in zehntagigem Abstand untersucht. 
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Nach Beschrankung der Nahrung vermindert sich das Kérpe: 
gewicht und damit auch die Zah! der Erythrocyten und der Leukocvter 
Die neutrophilen Leukocyten vermindern sich sowohl relativ als aucl 
absolut: dementsprechend werden die Blut- und Serumphosphatase- 


werte auch etwas kleiner 


Tabelle \ 





Datum : 2. XII 16. XII 26. XII 


vor dem 





Versuchstage salen 15 25 
Korpergewicht in kg ..... ae oe 2,500 2,000 1,750 
Erythrocytenzahl (104) ee : 796 738 685 
PS er 10 900 10 500 10 350 
Hb-Gehalt nach Sahli in °; nye 97 102 98 
Hamatokritzah] in Vol.-% ........... {2 39 40) 
neutrophile L. ........ 50,0 $4.4 $7.8 
Leuko- | eosinophile L. : 1,6 0 0 
cytenarten , basophile L. ee ae eas 0 0) 0 
in % | Lymphocyten : 42,4 48.8 
sonstige L. 3,2 2,5 
Phospha- | Blut 3,0 4,5 
tasewert | ow t 
- Fin- | Serum eS oa Te ao 4 ow 
heiten 2,2 2,2 1.3 


.sonstige L.** umfaBt in diesen und den folgenden Tabellen die Mvelo- 


evten, Metamyelocyten und Mondecyten. 


EinfluB8 der Injektion von fliissigem Paraffin 
auf die Phosphatase und das Blutbild. 
Je haufiger die Injektion des Paraffins wiederholt wird, dest: 


gréBer wird die Gesamtzahl der Leukocyten: vor allem zeigen di 


Tabelle VI. 





Datum 24. VI 29. VI 1. VII 4. VII 


3 vor : 
Injektion Injektic x 2 mal 4 mal ma 


Erythrocytenzahl (104).......... 486 505 £85 448 
Eeooy tema . 5 n- x 00:5 oc ote e's 10 400 9550 11 050 13 400 
Hb-Gehalt nach Sah/i in %,........ 100 98 98 97 
Hamatokritzah! in Vol.-°,......... 43 2 40 30 
{ neutrophile L.......... 44,0 44.2 50,7 60,0 
Leuko- eosinophile L.......... 5,6 3,0 6,2 17,0 
cytenarten , basophile L. .......... 0 0,5 0,3 OF 
in % | Lymphocyten ......... 47.5 45,1 37,2 16,95 
NNN, i's 6 oc 56 oa scin 2,8 5,2 5,6 6,0 
Phospha- Blut 6.7 6,2 8,4 1,8 
tasewert | eal Be at 7,0 b4 8,1 10,4 
in Ein- | — r Re 1,7 2,8 3.4 
ORME rt on gh 5'5 3.4 


heiten 2, 2, 








nh 
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neutrophilen und eosinophilen Leukocyten eine sehr betrachtliche 
Zunahme sowohl im Prozentsatz als auch in ihrer absoluten Zahl, was 
auch eine VergréBerung des Blut- und Serumphosphatasewertes zur 
Folge hat. 

Tabelle VII 








Datum 6. VII 16. VI 24. VII sl. VOT 
Iniekti it okti al Smal 1 . 
Erytbrocytenzahl (10*) : Lae 575 546 $83 612 
Leukocytenzahl ........ uaa ; 8620 7990 12 550 10 900 
Hb-Gehalt nach Sah/li in °, ..... 48 95 oO) 100 
Hamatokritzah! in Vol.-%, . Shere $5 10) 1) t] 
neutrophile L. we 29,6 21,2 30,3 29.4 
Leuko- eosinophile L. aed 2,8 2,4 §,2 27,6 
sytenarten , basophile L. .... ag 0 0) 0 0 
in % Lymphocyten .... : 65,2 73,0 544 52,0 
sonstige L. ........ 2 4 sf ‘7 2.4 
e : z = 
Phospha- "Se mS te 5.6 45 0 7.9 
tasewert | aad) 4.5 4.3 8,1 
; ‘en. ‘a 1 - » 
in Ein | es ot? haw kt ae 1,4 1,1 1.7 2,0 
heiten | 1.1 1,1 1.7 2,2 


EinfluB der Injektion eines Ascarisextraktes 
auf Phosphatase und Blutbild. 
Nach der Injektion von Ascarisextrakt wird die Leukocytenzahl 
betrachtlich gréBer: die eosinophilen und neutrophilen Leukocyten 
zeigen relativ und absolut eine erhebliche Vermehrung. Die Blut- 


und Serumphosphatasewerte werden dementsprechend betrachtlich ge- 





steigert 
Tabelle VIII 
Datum : 23. IX. 5 X 10. X 15. X 
ac njektion vor 
fage nach Injektior Injektior 1. t 11 
Erythrocytenzahl (10*) ............ 681 678 533 512 
EMUROCUCONGRRE . 2.2... .0..55.2: 10 640 11 500 14 300 15 100 
Hb-Gehalt nach Sahli in ©, . 98 98 94 a0 
Hamatokritzahl in Vol.-%, ..... 40) 1) 38 37 
neutrophile L. . 30,4 32,0 39,6 40,4 
Leuko- eosinophile L. 0,4 52 13,6 18,0 
cytenarten, basophile L. . ae st 0 0 0 0,4 
in % Lymphocyten ......... 66,0 62,0 $1,6 34,0 
sonstige L. ves D2 1,8 5,2 4,2 
Phospha- Blut $5 4,6 11,2 11,8 
tasewert eed se | 4,8 9.3 11,5 12,0 
in Ein- | Seruni 1.1 14 2,5 2,8 
heiten = haa ae 1,] 1,4 igs 250 
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Tabelle IX. 





Datum : &: &. i3. X. 17. X. 22. X. 
Tage nach Injektion : Injektion 1. 5. 10 
Erythrocytenzahl (104) ......... = 632 628 501 470 
ECUOCyVOONBAI 0. 0 oeccicwsivesesieees 9800 10 800 12700 14500 
Hb-Gehalt nach Sahli in %, ....... 97 97 98 90 
Hamatokritzah] in Vol.-% ......... 39 39 37 36 
neutrophile L. ........ 34,6 35,7 38.4 40,7 
Leuko- | eosinophile L. ........ 0,5 1,3 14,3 19,2 
cytenarten, basophile L. .......... 0 0 0 0 
m % | Lymphocyten ......... 62,1 59,4 42,7 35,3 
OONGRO Ts ics ck ca es 2,8 3,6 4,6 4,8 
Phospha- Blut { 4,2 4,8 9,2 10,6 
tasewert | aac; sAiaialalaclala aA =. | 3,9 4,5 9,2 10,6 
in Kin- | ; | 1,1 1,4 2,2 2,8 
Notion NNR a een a alas ow eye 11 11 20) 25 


In allen den oben erwahnten Fallen gehen die Schwankungen der 


Blut- und Serumphosphatasewerte parallel mit denen der neutro- 
philen und eosinophilen Leukgcyten, und zwar sind die von den eosino- 
philen Leukocyten bedingten Steigerungen der Phosphatasewerte 
betrachtlich gréBer als die von den neutrophilen Leukocyten. Dem- 


gegeniiber scheinen die Schwankungen der Erythrocyten sowie der 


Lymphocyten denen der Blut- und Serumphosphatasewerte nicht paralle! 
zu gehen. , 
IV. Zusammenfassung. 


1. Bei der mit Eosinophilie begleiteten Ascariasis, Anchylosto- 
miasis oder Taeniasis zeigt die Blutphosphatase weit héhere Werte als 
bei gesunden Menschen. 

2. Wenn sich nach Wurmtreibung der Prozentsatz der eosino- 
philen Leukocyten dem normalen Wert genahert hat, wird auch der 
‘Phosphatasewert wieder normal. 

3. Die Injektion fliissigen Paraffins oder eines Ascarisextraktes 
verursacht beim Kaninchen hochgradige Kosinophilie und gleichzeitig 
auch eine betrachtliche Zunahme der Blut- und Serumphosphatase- 
werte. 

4. Die Schwankungen der Blut- und Serumphosphatasewerte gehen 
parallel mit denen der eosinophilen bzw. neutrophilen Leukocyten. 

5. Die Phosphatasewirkung der eosinophilen Leukocyten scheint 
weit starker zu sein als die Phosphatasewirkung der neutrophilen 
Leukocyten. 
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Untersuchungen iiber Trimethylammoniumbasen. 
IV. Mitteilung: 


Uber das Vorkommen von Trimethylaminoxyd in der Muskulatur 
von SiiBwasserfischen. 
Von 
W. Lintzel, H. Pfeiffer und Irmgard Zippel. 
(Aus der Physiologisch-chemischen Anstalt der Universitat Jena.) 


(Eingegangen am 13. Mdrz 1939.) 


Seit der Entdeckung des Trimethylaminoxyds in der Muskulatur 
des Dornhais durch Swva! im Jahre 1909 ist diese Substanz éfters 
aufgefunden worden. 


So wurde sie zundchst in Cephalopoden? und im Heringsmuskel* nach- 
gewiesen. Auch eine von Suzuki und Mitarbeitern 4 in japanischen Riesen- 
krabben und in einer Brassenart Tai (Pagrus major) aufgefundene und als 
Kanirin bezeichnete Base konnte Hoppe-Seyler® mit Trimethylaminoxyd 
identifizieren. Grollman ® fand die Substanz in groBer Menge (2°64) im Harn 
von Goosefisch (Lophius piscatorius) und fiihrt sie auf reichlichen Verzehr 
von Seefischen zuriick. Das in der Heringslake seit langem bekannte 
Trimethylamin stellt hiernach zweifellos das bakterielle Reduktionsprodukt 
des Trimethylaminoxyds dar. Wie Hoppe-Seyler und Schmidt? dann 
zeigen konnten, ist das Trimethylaminoxyd in Seefischen weit verbreitet 
und konnte aus allen untersuchten Seefischen, und zwar aus Schellfisch 
(Gadus aeglefinus), Rotzunge (Pleuronectes eynoglossus), Rotbarsch (Mullus 
barbatus), Kabeljau (Gadus morrhua) und Seeaal (Conger vulgaris) isoliert 
werden. In Sii®wasserfischen dagegen wurde die Substanz nicht aufgefunden. 
Die untersuchten SiiBwasserfische FluBlachs (Salmo salar), Schuppfisch 
(Squalius cephalus), FluB8barsch (Perea fluviatilis), WeiBfisch (Alburnus 
lucidus) und FluBaal (Anguilla vulgaris), die in Mengen von 5 bis 20 kg 
verarbeitet wurden, ergaben weder Trimethylaminoxyd noch sonstige 
Trimethylammoniumbasen, mit Ausnahme des Aalmuskels, in dem y-Butyro- 
hetain aufgefunden wurde. 


Die Befunde von Hoppe-Seyler und Schmidt wiirden einen grund- 
sitzlichen Unterschied des Chemismus im Muskel von Seefisch und 
SiiBwasserfischen bedeuten. 


! Suwa, Pfliigers Arch. 128, 421 u. 129, 231, 1909. * Hentze, Zeitschr. 
f. physiol. Chem. 91, 230, 1914. 3 Poller u. Linneweh, Ber. d. Deutsch. 
chem. Ges. 59, 1362, 1926. 1 Suzuki, Inouye u. Bharatkar, J. of the 
College of Agric. Tokyo 5, 9, 1912; Suzuki u. Okuda, ebenda 38. 13. 
5 Hoppe-Seyler, Zeitschr. f. physiol. Chem. 175, 300, 1928. — ® Grollman, 
J. of biol. Chem. 81, 267, 1929. * Hoppe-Seyler u. Schmidt, Zeitschr. f. 
Biol. 87, 59 u. 69, 1927. 
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Als wir jedoch die in der III. Mitteilung! fiir Harn beschrieben: 
Methode der quantitativen Bestimmung des Trimethylaminoxyds aut 
Muskelextrakte von SiiBwasserfischen anwendeten, konnten wir auch 
hier regelmaBig Trimethylaminoxyd nachweisen. Die Mengen waren 
jedoch wesentlich geringer als in Seefisch, so daB ein quantitative: 
Unterschied zwischen Seefisch und SiiBwasserfisch auch nach unseren 
Untersuchungen vorhanden ist. 


Isolierung von Trimethylaminoxyd aus der Muskulatur des Hechtes. 


Die Isolierung von Trimethylaminoxyd aus SiiBwasserfischen ist 
dadurch erschwert, da®B die Substanz meist nur in geringer Menge von 
etwa 20 mg in 100 g Muskel vorhanden ist, auch wohl stets in Begleitung 
anderer Trimethylammoniumbasen, namentlich von Glykokollbetain 
und Cholin, vorliegt, von denen sie nicht ohne weiteres zu trennen ist. 
Erleichtert wurde das praparative Vorgehen durch die von uns an- 
gewendete quantitative Bestimmung des Trimethylaminoxyds, durch 
die wir die Wirkung jedes~ Schrittes zur Anreicherung verfolgen 
konnten. 


Es zeigte sich, daB die iibliche Methode der Fallung der Gesamt- 
basen im enteiweiBten Fischmuskelextrakt mit Phosphorwolframséure 
und anschlieBende Zersetzung der Phosphorwolframate mit Baryt zu 
groBen Verlusten von Trimethylaminoxyd fiihrte. Wir fiihrten daher 
erst ein Anreicherungsverfahren durch und fallten dann mit Reinecke- 
Salz nach Angaben von Kapfhammer bzw. Strack und Schwaneberg?. 


3,4 kg Muskel von frisch getéteten groBen Hechten aus einem Teich 
bei Jena wurden im Fleischwolf zerkleinert und sofort mit 1,36 kg pulveri- 
siertem wasserfreiem Natriumsulfat vermischt®. Beim Erwarmen auf 
35 bis 40° bildete sich ein fliissiger Brei, der warm abgepreBt wurde. Der 
PreBriickstand wurde mit 2000 ccm warmem Wasser wieder zum Quellen 
gebracht, erneut mit 1 kg Natriumsulfat versetzt und warm abgeprebt. 
Die vereinigten PreBsafte wurden warm filtriert (3480 cem). Beim Ab- 
kiihlen auf etwa 15° schied sich eine groBe Menge von Na,SO,. 10 H,O 
in groBen Kristallen ab, von denen abgesaugt wurde. Die Kristallmasse 
wurde mit 200 cem Wasser erwaérmt und verriihrt und nach Abkiihlung 
erneut abgesaugt. Aus den Filtraten fielen bei Abkiihlung auf 0° weitere 
Mengen des Salzes in fein kristallisierter Form aus, von denen wieder 
abgesaugt wurde. Der jetzt 1370 ccm betragende eiweiSfreie Extrakt, 
der schéne gelbgriine Fluoreszenz zeigte, wurde im Vakuum auf etwa 
75 cem eingedampft und unter kraftigem Riihren langsam mit der drei- 
fachen Menge abs. Alkohol versetzt. Nach AbgieBen des Alkohols wurde 
der Riickstand wiederholt mit neuem Alkohol verriihrt, bis insgesamt 


| Lintzel, diese Zeitschr. 273, 243, 1934. — ? Strack u. Schwaneberg, 
Zeitschr. f. physiol. Chem. 245, 11, 1937. — 3 Deutsch, Eggleton u. Eggleton, 
Biochem. J. 32, 203, 1938, nach Ber. ges. Physiol. 106, 531, 1938. 
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00eem Alkoholextrakt vorhanden war. Dieser lief beim Stehen itiber 
Nacht noch weitere kleine Mengen sirupéser Substanz austallen, von der 
abgegossen wurde. Der Alkoholextrakt wurde im Vakuum zum _ Sirup 
eingedampft, der mit insgesamt 150 ccm abs. Alkohol verriihrt und extrahiert 
wurde. Nach Verdampfen des Alkohols wurde der Riickstand in Wasser 
gelost und nach Strack erst bei ammoniakalischer, dann bei salzsaurer 
Reaktion mit wasseriger Lésung von Reinecke-Salz gefallt. In ammoniakali- 
scher Lésung fiel zunachst eine gallertige Masse von Betainreineckat aus, 
die durch Verdiinnen mit ammoniakhaltigem Wasser wieder in Lésung ging. 
Es blieb eine Fallung von seidig glanzenden Kristallen, die abgesaugt wurde 
(Cholinfraktion). Die Mutterlauge gab beim Ansiéuern mit Salzsaure eine 
groBe kristallinische Fallung, die gleichfalls abgesaugt wurde (Betain- 
fraktion I). Die Mutterlauge lieferte beim Eindunsten vor dem Féhn eine 
weitere Fallung (Betainfraktion II). Die Fraktionen wurden mit Aceton 
in Lésung gebracht, filtriert und nach Kapfhammer und Bischoff! mit 
n/25 Silbersulfatlésung versetzt, bis im Filtrat ein Ag-UberschuB nach- 
weisbar war. Dann wurde vom Silberreineckat abfiltriert, die entsprechende 
Menge n/25 Bariumchloridlésung zwecks Falling von Silber- und Sulfation 
zugegeben und wiederum filtriert. 


€ 


Die Cholinfraktion betrug nun 180 cem mit 37,3 mg Gesamt-N, 
wovon 20,4 mg auf Cholin-N entfielen, waihrend die Betainfraktion | 
710 com mit 149.1 mg Gesamt-N ausmachte. Nach Vorversuchen mit 
synthetischem Trimethylaminoxyd muBte diese Substanz sich in der 
Betainfraktion (salzsaure Reinecke-Fiallung) finden. Die Bestimmung 
ergab hier 99mg Trimethylaminoxyd-N, wahrend die Cholinfraktion 
nur Spuren davon enthielt. 


Beim Eindampfen der neutralen Betainfraktion kristallisierten 
zuerst 0,305 g Betain aus, das jedoch mit etwas Hypoxanthin ver- 
unreinigt war. Die Abscheidung des Hypoxanthins erfolgte nach 
Hoppe-Seyler und Schmidt durch Kochen mit Wasser, wobei die Substanz 
als kreidige Masse ausfiel. Das Filtrat ergab eingeengt und mit etwas 
Salzsiure versetzt mit Goldchlorid die charakteristischen Kristalle 
des Betaingoldchlorids, die umkristallisiert rein waren: 


esee & Sebeh COGCOR AM ve cnce cc veredannceens gef.: Au 43,03 % 
fiir Betaingoldchlorid C;H,,.NO,AuCly............ ber.: Au 43,14 % 


Die vom auskristallisierten Betain abgetrennte sirupése Mutterlauge 
lieB auf Zusatz von abs, Alkohol und etwas konz. H Cl etwas anorganische 
Substanz ausfallen, von der abgesaugt wurde. Der Sirup kristallisierte 
nun in der Hauptmenge. Die braunlichen Kristalle im Gewicht von 
0,28 g wurden auf dem Tonteller von der Mutterlauge getrennt. Das 
Goldsalz daraus zeigte mit 47,2°,, Au einen fiir Trimethylaminoxyd- 
goldchlorid etwas zu niedrigen Goldgehalt, der durch Beimischung von 
Betaingoldchlorid bedingt war. Es wurde in mehrere Fraktionen auf- 


1 Kapfhammer u. Bischoff, Zeitschr. f. physiol. Chem. 191, 182, 1930. 
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geteilt, die umkristallisiert Fraktionen von Betaingoldchlorid und reine 
Trimethylaminoxydgoldchlorid ergaben: 
Sp. 253°, 0,1484 g¢ Substanz geben 0,0702 g Au ..... gef.: Au 47,30 °, 
Sp. 255°, 0,1382 g Substanz geben 0,0654 g¢ Au...... gef.: Au 47,32 
fir Trimethylaminoxydgoldchlorid C,H,)>NOAuCl,+ ber.: Au 47,5 % 
Sp. verlangt: 255 bis 257°. 


. 


Aus der Cholinfraktion konnte nach dem Einengen Cholingoldchlori:/ 
gefallt werden. Das Goldsalz war nach wiederholtem Umkristalli- 
sieren rein: 


0,1254 g Substanz geben 0,0546g Au............ gef.: Au 44,25 °% 


0,0990 g Substanz geben 0,0442 g Au............ gef.: Au 44,64 °, 
fiir Cholingoldchlorid C;H,,NOAuCI, ............ ber.: Au 44,50 % 


Aus der Betainfraktion Il konnten nur mehr weitere Mengen Betain, 
und zwar 0,48 g des Goldsalzes abgeschieden werden: 
O;2166.¢ Anu moban O:GO88 © AW ook wig bse 6 ore eres gef.: Au 43,21 °, 


. . . > . 
Der Anreicherungsvorgang ergibt sich aus der folgenden Ubersicht : 





Trimethylaminoxyd-N 





absolute mg, bezogen aut 
Menge 100 g Ausgangs- 


mg material 
3480 cem eiweiBfreier Na,SO,-Extrakt aus 3,4 kg 
ee a eee ere ere aes ae 192,5 5,66 (100 °,) 
1370 com Extrakt nach Ausfrieren von Na,.SO, 
idk ete eee taeda Paes wie cd eee ers eee 132,1 4,91 ( 87%) 


Nach wiederholtem Eindampfen im Vakuum und 

Aufnehmen in absolutem Alkohol 300 cem alko- 

REIT ON 8g Cite xd ec tidaae ttle wriele'e ae 117,6 3,46 ( 61 %) 
Uberfiihren in wasserige Lésung, Fallung mit Reinecke- 

Salz in salzsaurer Lésung (Betainfraktion I),-Zer- 

setzung des Reineckates, 710ccm .............. 99,0 2,91 ( 53 %) 


Roh isoliert wurden die folgenden Mengen von Cholin, Betain und 
Trimethylaminoxyd, die in Vergleich mit den Ergebnissen von Strack! 
an Neunaugen aus der Ostsee gesetzt werden mégen (der Wert fiir 
Trimethylaminoxyd in Neunaugen beruht auf einer eigenen Analyse von 
konservierten Neunaugen, Strack gibt nur Vorhandensein der Substanz. 
keine Menge, an). 





In 100 g urspriinglichem Muskel 1} Hecht Neunaugen 
MOAN TERY icv iss o's ooo 8 0,6 3,0 
BeweineN Wms). ose. es. 13 6,4 
Trimethylaminoxyd-N (mg) .. 5,7 19,1 


' Strack, Schwaneberg u. Wannschaff, Zeitschr. f. physiol. Chem. 247, 
rem pepe 
52, 1937. 
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Obgleich es sich nur um rohe Werte handelt, so ist doch sicher, daB 
Hechtmuskel von allen angefiihrten Basen wesentlich weniger enthalt, 
als Neunauge als Ostseefisch. Quantitativ besteht so ein groBer Unter- 
schied, wahrend qualitativ der Chemismus sehr ahnlich ist. 


Quantitative Bestimmung von Trimethylamin und Trimethyl- 
aminoxyd in Fisehmuskel. 

Die friiher! fiir die quantitative Bestimmung von Trimethylamin 
und Trimethylaminoxyd im Harn angegebene Methode lieB sich ohne 
Schwierigkeit auf Fischmuskelextrakte tibertragen. Das Prinzip der 
Bestimmung des Trimethvlamins besteht darin, da der Fischmuskel- 
extrakt zur Bindung von Ammoniak, primaren und sekundaren Aminen 
mit Formaldehyd und Alkali versetzt und das Trimethylamin durch 
einen Luftstrom in eine Saurevorlage tibergetrieben und titriert wird. 
Es sei schon hier erwahnt, da®B im frischen StiBwasserfischmuskel 
niemals Trimethvlamin gefunden wurde, wohl aber im gelagerten, 
woriiber an anderer Stelle berichtet wird. 

Trimethylaminoxyd kam nach Reduktion des Extraktes mittels 
Dewardascher Legierung und Salzsaure in analoger Weise als Trimethy]- 
amin zur Bestimmung. Die Reduktion mu®B energisch sein, da sonst 
der Erfolg ausbleibt, wie bereits bei der Untersuchung des Harns beob- 
achtet wurde. Die Ursache dieser Erscheinung ist lediglich in der 
geringen Konzentration des Trimethvlaminoxyds in den biologischen 
Fliissigkeiten zu suchen. 

Zur Herstellung des Extraktes werden 25 g Fischmuskel in einer Retb- 
schale mit einem Teeléffel Seesand, 5cem Pufferlésung (30g Eisessig, 
68g krist. Natriumacetat auf 1000 cem, px 5.3) und heiBem Wasser 
verrieben, 15 Minuten auf dem Wasserbad erhitzt, in einen 250-cem-Mel 
kolben filtriert und mit heiBem Wasser nachgewaschen, bis 200 bis 220 cem 
Filtrat vorhanden sind. Das Filtrat wird mit 10 cem n/l0 Na-Wolframat 
und 10 cem ?/,n Schwefelsdure versetzt und auf 250 cem aufgefiillt. Von 
dem wiederum filtrierten Extrakt entsprechen 10 ecm | g Fischmuskel. 

Die Bestimmung des freien Trimethylamins ertolgt in abgemessenen 
Teilen des Extraktes in dem friiher beschriebenen modifizierten Foliv- 
Apparat. In einen passenden mit 30g krist. Soda beschickten Zylindet 
werden z. Be 50cem Extrakt mit 30cem Formalin (DAB. 6 35°) und 
Octylalkohol mittels Trichter eingefiillt, die Vorlage wird mit 5cem n/50 
HCl beschickt. Vor das System wird eine Waschflasche mit verdiinnter 
H,SO, angeschlossen. Dann wird 2'/, Stunden ein kraftiger Luftstrom 
mittels Wasserstrahlpumpe durch das System gesaugt. Das Einleitungsrohr 
in der Vorlage wird dann mit 5 cem Wasser nachgespiilt. Die Titration der 
Vorlage erfolgt mit CO,-freier, etwa n/50 Trimethylaminlésung (25 cem 
10%iger Trimethylaminlésung, Kahlbaum, und 1g BaCl, auf 2100 ecem 
Wasser) und Phenolphthalein als Indikator. Als Grundlage der Berechnung 
dienen der Blindwert der Saurevorlage + 5 cem Wasser und der Trimethy!- 


1 Lintzel, diese Zeitschr. 273, 243, 1934. 
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amingehalt der Titrationsfliissigkeit, der durch Titration mit einer genay 


eingestellten n/50 Saure und Paranitrophenol als Indikator erfolgt. Im 


Versuch darf héchstens die Halfte der vorgelegten Saure verbraucht 
werden, da sonst die Bindung des tibergehenden Trimethylamins unvoll 
standig werden kann. 

Zugesetztes Trimethylamin wird quantitativ wiedergefunden, z. B 
kamen 0,37 mg Trimethylamin-N in Wasser zur Bestimmung. 


Trimethylamin-N der etwa n/50 Trimethylamintitrier- 


0 I ORNS SPIE tear aehed eee a Oe Me ee eee 0,185 mg/eem 
Blindwert der vorgelegten 5ecem n/50 HCl + 5c¢em 

WOOO s ISS Rt we ee A Sis A S.. OU See toae eh 7,46 cem 
Aavh WV ORSUDN: MATUOIIERIOPG 5 os 5 655 hawk series oo den 5,46 ,, 

Aus der Analyse somit 2 ccm = 0,37 mg Trimethylamin. 


Zur Bestimmung von Trimethylaminoxyd plus Trimethylamin werden 
je nach Gehalt 10 bis 50 cem Fischmuskelextrakt in einem 400-cem-Becher 
glas mit Dewardascher Legierung und nach und nach mit halbkonzentrierte! 


Salzsaure versetzt, wobei Erhitzung auf 60 bis 70° eintritt. Nach Ablauf 


der Wasserstoffentwicklung (etwa 1 Stunde) wird filtriert und mit Wasse1 


nachgewaschen. Das Filtrat wird mit Formaldehyd, 33 °,iger Natronlauge 
. 0 ~*~ 


und Octylalkohol versetzt und zur Bestimmung des praformierten und 
durch Reduktion gebildeten Trimethylamins in den Apparat gegeben und 
weiter behandelt, wie fiir die Trimethylaminbestimmung angegeben wurde. 
Die fiir den Ansatz geeigneten Mengenverhaltnisse ergaben sich in Vor- 
versuchen wie folgt: 








Fir die Reduktion , Fiir die Bestimmung 
+o “eS DROS Mamet laerarre rennin ii: anes is 
Dewarda- sentrie Wasch- ‘ 5 

Extrakt caetneane - a couner Formalin 33 0/9 NaOH 
ccm g ecm ecm ecm ecm 
10 1 7,0 etwa 5 15 10 
20 2 15 5 20 18 
30 3 22 10. 25 20 
40 4 30 10 30 35 
50 5 38 10 30 40 


Die Durchliiftungsdauer betrigt 4 Stunden. Die langere Durch- 
liiftungsdauer ist zweckmaBig, weil gallertig ausgeflocktes Zinkhydroxyd 
bei zu kurzer Durchliiftung anscheinend Trimethylamin zuriickhalten kann. 

Zugesetztes Trimethylaminoxyd wird quantitativ wiedergefunden. 
Peptonlésung wurde mit einer Trimethylaminoxydstammlésung versetzt 
und in der angegebenen Weise enteiweiBt, reduziert und analysiert. 
Es ergaben sich in 100 ccm Stammlésung aus vier Versuchen 26,6 mg 
Trimethylaminoxyd-N, wahrend die Kjeldahl-Analyse 26,3 mg N ergab. 

Die Grenzen der ErfaBbarkeit von Trimethylamin und Trimethy!- 
aminoxyd liegen bei N-Mengen, die 0,1 cem n/50 Trimethylamin ent- 
sprechen, d.h. 0,028 mg N betragen. Bei Anwendung von 100 ccm 
Extrakt, entsprechend 10 g¢ Muskel, liegt damit die Erfassungsgrenze 
bei 0,28 mg N pro 100g Muskel. 








hi 


un 
an 
un 


ay 


im 


st] 


Untersuchungen tiber Trimethylammoniumbasen. IV. 35 


Fiir die Untersuchungen wurden lebendfrische Fische aus den 
hiesigen Gewassern, vorwiegend aus der Saale verwendet, ferner Krebse 
und Giistern aus Berliner Gewassern. Die Bestimmung von Trimethyl- 
amin und Trimethylaminoxyd nach den geschilderten Methoden erfolgte 
unmittelbar nach Tétung der Tiere. Bei sdmtlichen Tieren fand sich 
Trimethylaminoxyd in der Muskulatur, wie sich aus der Tabelle I ergibt: 


Tabelle I. Trimethylaminoxyd in SuBwassertieren 
(mg N pro 100g frischer Muskel). 





(Juli- (Juli- 

August) August) 
Hecht (Esox lucius) ...... 4,42 RUTN Son eisea a vive vera es 6,13 
Schlei (Tinca vulg.) ....... 4.65 CORI 50k ceweks easier 4,42 
Forelle (Trutta fario) ..... 6 Rapfen (Aspius rapax) .... 6,67 





Zahrte (Abramas vimba) .. 22 Débel, Schuppfisch (Leucis- 

Barbe (Barbus fluv.) ...... 6.05 Cus copnhards) ..........- 4,19 
Aal (Anguilla vulg.) ....... 6,90 Giister (Abramas blicca) .. 1,70 
Karausche (Carassius vulg.) 4,99 m ie - ¥ 2,79 
Barsch (Perca fluv.) ...... 9,93 Krebs, Schwanzmuskel .... 2,48 
Rotauge (Leuciscus ery- a a Ae 4,46 





throphthalmus .......... 10,55 


Die Werte, die auf gut iibereinstimmenden Parallelbestimmungen 
beruhen, liegen meist bei 4 bis 6 mg Trimethylaminoxyd-N pro 100 g. 
Einige héhere Werte, namentlich bei der Zahrte, wurden durch wieder- 
holte Kontrollen erhartet. Fiir Débel, Zahrte und Hecht wurden auber 
diesen Befunden im Hochsommer weitere Analysen im November 
bis Januar ausgefiihrt. Fiir Débel und Hecht wurden analoge Werte 
gefunden, die untersuchten Zahrten und Rotaugen wiesen jedoch nur 
Werte von | bis 4 mg auf (Tabelle I). 


Tabelle I]. Trimethylaminoxyd in SiiB®wasserfischmuskel 
(mg N pro 100g frisehem Muskel). 





November bis | November bis 
Januar Januar 


re rer 4,28 ON I a eas: 5,66 
i ee ee Te eee 0,87 i ee 1,00 
Eee ee 7,49 


Vielleicht handelt es sich um Unterschiede der Ernahrung. Im 
Winter hungern die Tiere und der N-Umsatz ist auf ein Minimum 
reduziert. An einen EinfluB der Trimethylammoniumbasen der Nahrung 
diirfte wohl weniger zu denken sein. 

In keinem Falle wurde prdformiertes Trimethylamin in meBbarer 


Menge nachgewiesen. Nach den Untersuchungen von Ackermann und 


9 
3* 
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Mitarbeitern sowie Polonovski! kann Trimethyvlaminoxyd als Wasser 
stoffakzeptor mit sehr geringer biologischer Wirkung aufgefaBt werden 
In der Reaktion 


(CH,);N*-O- +H, =® (CH) N<Z, 
Trimethylaminoxyd Trimethylamin 


ist das Gleichgewicht unter den Redoxbedingungen des lebender 
Gewebes ganz nach links gelagert. Dennoch ist theoretisch zu fordern 
daB da, wo Trimethylaminoxyd auftritt, in kleinsten Mengen auch 
Trimethylamin vorhanden sein muB. Nach unseren Versuchen liegt die 
Menge des freien Trimethylamins im Sii®wasserfischmuskel unter der 
Erfassungsgrenze von 0,28 mg N pro 100g, muf also verschwindend 
gering sein. 

Im Vergleich zu Seefischen, bei denen Werte von 40 bis 100 mg 
Trimethylaminoxyd-N die Regel sind, sind die Werte bei SiiBwasser- 
fischen sehr gering. In Ubereinstimmung mit Hoppe-Seyler und Schmidt 
nehmen wir an, daf es sich hier um eine Anpassung an das Leben im 
hypotonischen SiiBwasser handelt. Von ins Gewicht fallenden Nahrungs- 
einfliissen méchten wir hier absehen, denn zweifellos nimmt doch 
Trimethylaminoxyd neben Cholin, Betain und gegebenenfalls y- But yro- 
betain im Fischmuskel die Stelle ein, die bei Schlangen das y-Butyro- 
betain und beim Warmbliiter das Carnitin ausfiillt. Es ist in Anbetracht 
dieser Ubereinstimmung kaum ahzunehmen, da es sich um zufallige 
durch die Ernahrung bedingte Stoffe handelt, wenn auch ihre Funktion 
noch in Dunkel gehiillt ist. 


Zusammenfassung. 


1. Aus der Muskulatur des Hechtes wurde T'rimethylaminoxyd 
neben Betain und Cholin isoliert. 

2. Eine quantitative Methode zur Bestimmung von Trimethylamin 
und Trimethylaminoxyd im Fischmuskel ergab in samtlichen unter- 
suchten SiiBwasserfischen Trimethylaminoxyd. Die Mengen sind 
wesentlich geringer als in Seefischmuskel. 

3. Im Sommer wurden zum Teil héhere Trimethylaminoxydwerte 
festgestellt als im Winter. 

4. Trimethylamin war in frischen SiiBwasserfischmuskeln in keinem 
Falle nachweisbar. 


1 Ackermann, Poller u. Linneweh, Zeitschr. f. Biol. S85, 435, 1927; 
Polonovski u. Desgrez, C. vr. Soe. Biol. 128, 758, 1938. 
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‘ber die Absorptionsspektren organischer Stoffe 
in konzentrierter Schwefelsiure. 
V. Mitteilung: 
Verbindungen mit kondensierten Kohlenstoffringen. 
Von 
Fritz Bandow. 
(Aus der medizinischen Klinik der Universitat Freiburg i. Br.) 
(Eingegangen an 6. Marz 1939.) 


Mit 6 Abbildungen im Text. 


N. Verschiedene Kohlenwasserstoffe mit kondensierten Kohlenstoff- 
ringen. 

Von den in diesem Abschnitt behandelten Kérpern sind besonders 
die krebserzeugenden hervorzuheben. Ihre wohlausgepragten Fluo- 
reszenzspektren waren wertvolle Hilfsmittel bei ihrer Darstellung [vgl. 
(5)| und ihr Fluoreszenzvermégen wurde in Zusammenhang gebracht 
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Abb. 1. Polycyclische Kohlenwasserstoffe. 
—— | Anthrachinon in 96 °/,iger Hy SO,. ——— 4 Naphthalin in 96° ,iger H,SO,. 
2 Anthrachinon in 68 °/giger H,S0O,. —s—- 5 Cholanthren in 96° giger H, S04. 
3 Xanthydrol in 96°'oiger H,SO,. +—+-— 6 Cholanthren in 68 ° piger H. SO,. 


mit ihrer biologischen Wirksamkeit [wegen des Schrifttums vgl. (4), 
S. 213]. Die Absorptionsspektren der hier dargestellten Stoffe sind in 
verschiedenen Lésungsmitteln bereits bekannt [z. B. (6, 7)|. Dabei sind 
auch die carcinogenen Verbindungen eingehend mitberiicksichtigt 
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worden (8, 9). — Die Banden in kon- 
zentrierter Schwefelsdure sind — in 
Tabelle [ zusammengestellt. Die An- 
ordnung ist ohne Riicksicht auf den 
engeren Zusammenhang verschiedener 
Stoffe rein schematisch nach der An- 
zahl der  Kohlenstoffringe  vorge- 
nommen, wobei es sich iiberwiegend 
um Sechsringe handelt. Die Angaben 
fiir Pervlen sind aus einer anderen 
Arbeit tibernommen (10). Fiir einen 
Teil der Stoffe sind Absorptionskurven 
in den Abb. 1, 2 und 3 in der gleichen 
Art wiedergegeben, wie in unseren 
friiheren Mitteilungen. 

Tabelle und Abbildungen lassen 
eine grobe Mannigfaltigkeit der Spek- 
tralerscheinungen erkennen, die ein 
Bild von den wechselnden Reaktions- 
moglichkeiten und der verschiedenen 
Struktur dieser Stoffe gibt. Zum Nach 
weis in bestimmten Aufarbeitungen 
oder im Organismus bzw. seinen Aus- 
scheidungen erscheinen die Schwefel- 
siiurespektren im Vergleich zu anderen 
Lésungsmitteln nicht bevorzugt, zum 
Teil sogar weniger geeignet, da in 
Schwefelsdure die Feinstruktur unter- 
driickt ist, die in Alkohol vielfach 
sehr stark entwickelt ist. Es ist je- 
doch méglich, daB die Reaktion mit 
der Schwefelsiure und die dadurch 
hervorgerufenen Anderungen der Ab- 
sorption unter besonderen  Bedin- 
gungen zu Zwecken der Unterschei- 
dung oder zur Erhéhung der Ein- 
deutigkeit eines bestimmten Nach- 
weisverfahrens mit verwendet werden 
kann. Auch kann die in mehreren 
Fallen erhebliche Erweiterung der Ab- 
sorption nach Langwellig, die all- 
gemein als Wirkung der Schwefel- 
siure gefunden wurde, und die zum 
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Teil eine kraftige Farbung der Lésungen im Sichtbaren bedingt, niitz 
lich sein bei der Entwicklung von kolorimetrischen Bestimmungs 
methoden. 


Bemerkungen zu Tabelle I. Fiiv die Maxima und Minima der Absorptio: 


sind die Wellenlangen in A und die log k angegeben. Zur Raumersparni- 
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Abb. 2. Polycyclische Kohlenwasserstoffe. 
————_ 1 Anthracen in 96 °/giger Hy SO,. 3 — 3 Pyren in 96 °/jiger HeS Oy. 
2 Anthracen in 68 °/jiger H, SO,. +-—++— 4 Benzpyren in 96 °/giger Hy SO,. 
- - 5 Phenanthren in 96°/siger Hy SOy,. 
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Abb. 3. Polycyclische Kohlenwasserstoffe. 
——-—— 1 1:2-Benzanthracen in 96 °/siger H,S0O,. 
2 Desgleichen, Ansatz wenige Minuten alt. 
3 2:3-Benzanthracen in 96 °/siger Ho SO,. 
tomes 4 Desgleichen, Ansatz wenige Minuten alt. 
- 5 9:10-Benzphenanthren in 96 °/iger H. SO,. 
Der OrdinatenmaBstab hat bei Kurve 2 nur fiir den Verlauf, nieht fiir die Hoéhe 
der Absorption Giiltigkeit. 
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sind bei denjenigen Stoffen, deren Spektren in den Abbildungen dargestellt 
sind, die log k weggelassen, da sie aus den Kurven abgelesen werden kénnen. 
Selektivitaten, die nur als Stufen im Absorptionsverlaut hervortreten, sind 
eingeklammert. Die Angaben iiber den langwelligen Absorptionseinsatz 
sind in grober, nicht ganz willkiirfreier Art gemacht und sollen nur einen 
ungefahren Eindruck von den auch in dieser Hinsicht vorliegenden groBen 
und in gewissem Sinne zur Kennzeichnung beitragenden Unterschieden 
vermitteln. 

Nachtrdgliche Verdiinnung der Schwefelsiurelésungen mit dem gleichen 
Volumen Alkohol hat auf viele der hier betrachteten Spektren nur einen 
geringen oder sehr geringen EinfluB; es tritt keine wesentliche Anderung 
im Gesamtverlauf der Absorptionskuive und nur eine maBige nach kurz- 
wellig gerichtete Verschiebung der Banden um nicht mehr als 100 A ein. 
Bei 2: 3-Benzanthracen, Benzpyren und Methylbenzpyren ist der Ver- 
diinnungseinfluB im kurzwelligen Teil des Spektrums gering, im lang- 
welligen aber erheblich. Starke Anderungen treten bei Anthracen und 
Anthrachinon, Cholanthren und Methylcholanthren auf (vgl. Abb. 1 bis 3). 
Sehr bemerkenswert ist dabei die starke Ahnlichkeit des Verhaltens von 
Anthracen mit dem der ungesattigten Sauren (3) und in geringerem Grade 
auch mit dem Verhalten der Desoxycholsaure bei Verdiinnung (Abschnitt Q); 
es ist eine gewisse Ahnlichkeit in der Reaktionsweise anzunehmen. Wie es 
allgemeiner Erfahrung entspricht, bewirkt die Anderung der Absorption bei 
der Verdiinnung eine starke Schwachung der langwelligen Absorption, 
auch bei dem in den Abbildungen nicht dargestellten Methylcholanthren, 
welches sich ahnlich wie Cholanthren verhalt; eine Ausnahme bedeutet 
nur das Anthracen. Bei Benzpyren wird die Blaubande um reichlich 200 A 
nach kurzwellig verlagert. Fiir Chrysen und Dibenzanthracen kann iiber 
einen VerdiinnungseinfluB wegen der zu schwachen Absorption keine Aus 
sage gemacht werden. 

AufschluBreich in mancher Hinsicht kénnte die Kenntnis sein, welche 
H,SO,-Konzentration erforderlich ist, um die beschriebenen Umwandlungen 
im Spektrum hervorzubringen. Eingehende Messungen wurden hieriiber 
aber nicht angestellt. Es sei nur bemerkt, daB bei Benzpyren in alkoholischer 
Losung mit ungefahr 40°, H,SO, die kennzeichnende Feinstruktur ver- 
schwunden und das dieser Konzentration entsprechende Schwefelsaure- 
spektrum mit der weit in das Sichtbare reichenden Absorption entstanden 
ist; der Ubergang scheint in einem verhaltnismaBig engen Bereich der 
H,SO,-Konzentration zu erfolgen. Vielleicht verlauft die Reaktion in 
derselben Weise, wie dies mit Schwefelséiure und Essigsdiureanhydrid 
heobachtet worden ist (11). 

Wie immer beziehen sich alle Angaben der Tabelle und der Abbildungen, 
soweit nicht ausdriicklich etwas anderes vermerkt ist, auf Losungen, die 
| Tag lang bei etwa 20° C aufbewahrt sind. Einige Aufnahmen an Lésungen, 
die mehrere Monate alt waren, ergaben durchschnittlich keine erheblichen 
Anderungen. Dagegen zeigte sich in mehreren Fallen schon bei einfacher 
Betrachtung der Farbe und der Fluoreszenz der Ansatze, daB kurz nach der 
Aufl6ésung erhebliche Umwandlungen stattfanden. Sie kommen bei Chol- 
anthren und Methylcholanthren vor allem in einer anfanglich besseren 
Auspragung des gesamten Spektrums zum Ausdruck. Bei Pyren, Methy!- 
benzpyren, 1: 2- und 2: 3-Benzanthracen sind an frischen, nur wenige 
Minuten alten Lésungen starke Banden im sichtbaren Gebiet zu beobachten, 
die nach etwa 1 Stunde bereits fast vollkommen verschwunden sind. Fiir 
Benzanthracen mit 1: 2-Kondensation liegt eine solche Bande bei 4900, 
fiir 2: 3-Stellung bei 4550 A. Im ersten Falle wurden im Ultraviolett keine 
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erheblichen Unterschiede gegeniiber | Tag alter Losung gefunden, wahrend 


bei der zweiten Verbindung die starken Ultraviolettbanden, die spate: 
hervortreten, anfangs nur schwach entwickelt sind (Abb. 3). Eine planmaB igs 
Untersuchung dieser Verhaltnisse steht noch aus. Die mitgeteilten KE) 
gebnisse sollen nur Beispiele fiir die hier vorliegenden Méglichkeiten sein 
Ks hat den Anschein, da starke Anfangsinderungen der Schwefelsiure 
spektren bei Stoffen aus dieser Gruppe haufiger vorkommen, als es de! 
sonstigen bisher erhaltenen Kenntnis entspricht. 


Der Vergleich der Spektren in Schwefelsdure und in Alkohol ode: 
verwandten Loésungsmitteln sowie die Besprechung des Struktur 
einflusses soll an dieser Stelle nicht eingehend durchgefiihrt werden 
sondern wir wollen uns auf einige Einzelbemerkungen beschranken 


. . + . . . . - 
Methylanlagerung ergibt — in Ubereinstimmung mit sonstiger Kennt 
nis wenig Anderung. GroB kann dagegen der Einflu®B sein. den de: 


Anbau eines weiteren Sechsringes hervorrutt. Die starke Abhangigkeit 
von der Stelle der Kondensation, die hierbei besteht, kommt in unsere1 
Messungen an den verschiedenen Benzanthracenen sehr deutlich zum 
Ausdruck, besonders durch die Unterschiede in der durchschnittlichen 
Starke der Absorption im ganzen. Die meisten der hier zusammen. 
gestellten Stoffe zeigen starke Absorptionsbanden mit nicht sehr ver- 
schiedenen Héchstwerten. [Ausnahmen besonders Chrysen und Di- 
benzanthracen; iiber die Ahnlichkeit ihrer Spektren in Alkohol vgl. (S). 

Der EinfluB, welehen die Auflésung in Schwefelséure auf die 
Spektren hat, ist sehr verschiedenartig. Die Unterschiede gegeniibet 
nichtangreifenden Lésungsmitteln kénnen auf bleibenden, tiefgehenden 
Veranderungen des Molekiils oder auf schwacheren, riickgdingigen 
Umlagerungen beruhen. Fiir beide Méglichkeiten finden sich in unseren 
friiheren Arbeiten Beispiele. Ein Hilfsmittel fiir die Beurteilung liefert 
die Beachtung der Verdiinnungswirkung. Wir betrachten als Beispie! 
das Anthrachinon, das als bestandig gegen konzentrierte Schwefelsaiure 
bekannt ist. Sein Spektrum ist in Schwefelsiure erheblich verschieden 
von dem Spektrum in Alkohol. Es ist aber trotzdem keine bleibende 
feaktion anzunehmen, denn durch nachtragliche Verdiinnung der 
Schwefelsdure tritt eine starke Anderung ein, so daB in 62°, iger H,SO, 
nahezu wieder das normale Spektrum erreicht ist. Vielleicht diirten 
die Banden in den verschiedenen Lésungen ihrer spektralen Lage nach 


in gleicher Reihenfolge einander zugeordnet werden, so dafS — neben 
einer gewissen Veranderung im gegenseitigen Starkeverhaltnis im 


wesentlichen eine Auseinanderziehung wegen verschieden  starker 
Verschiebung eintritt. Die kurzwelligste Bande wird am _ wenigsten 
beeinfluBt (Verschiebung in 96°,,iger H,SO, gegeniiber Alkohol um 
140 A oder 2000 cm~-! in Frequenzeinheiten), die langwelligste am 
starksten (Verschiebung um 840 A oder 6300 cm~-): in Alkohol liegt 
die Hauptbande bei 2530 A, eine Stufe bei etwa 2700 und eine gut 
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ausgepragte Bande bei 3260 A*. Auf starkere Umwandlungen des 
Molekiils ist zu schlieBen, wenn die Absorption in Schwefelséure bei 
kiirzeren Wellenlangen liegt als in Alkohol, aber durch nachtragliche 
Verdiinnung in normaler Richtung, also noch weiter nach Kurzwellig 
verschoben wird, was z. B. bei der Naphthionsiure zutrifft. In die gleiche 
Richtung weist ferner eine erhebliche Abhangigkeit des Spektrums 
vom Alter der Lésungen, wofiir weiter oben einige Beispiele an- 
vegeben sind. 

Fir die Beurteilung des Fluoreszenzvermégens in Schwefelsaure sind 
diejenigen Lésungen zundchst auszuschlieBen, bei denen die Absorption 
nicht so weit in das langwellige Ultraviolett hineinreicht, da® in der iiblichen 
Versuchsweise eine geniigende Erregung méglich ist (Beispiel: Naphthalin) 
Trotz austeichender Absorption in dem zur Erregung in Betracht kommenden 
Wellenlangenbereich fehlt Fluoreszenz bei Anthrachinon. Starke Fluo- 
reszenz tritt an Pyren, Benzpyren und besonders bei Nanthydrol — in 
Schwefelsaure her vor. Sie erstreckt sich tiber ein groberes Spektralgebiet 
und erscheint dem Auge je nach dem angewandten Erregungsbereich von 
verschiedener Farbe; meistens tiberwiegt grin. Bel mehreren Stoffen 
ist eine starke Abhangigkeit von der Dauer der Schwefelsaureeinwirkung 
zu finden. In diesen Fallen zeigen frische Ansatze eine langwellige, iiber- 
wiegend rote Fluoreszenz. Allmahlich erweitert sich der Farbbereich nach 
kurzwellig, und es tritt eine Abschwachung der Emission ein. Besonders 
deutlich sind solche Anderungen bei Ll: 2-Benzanthracen und Methylechol- 
anthren, bei denen ja auch die Abhangigkeit der Absorption vom Alter auf 
starke stoftliche Umwandlungen hinweist. 


QO. Sexualhormone. 


In den drei folgenden Abschnitten werden einige biologisch be- 
sonders wichtige K6érpergruppen besprochen, die untereinander ver- 
wandt sind und in ihrem Aufbau auch Beziehungen zu einigen der im 
Absehnitt N behandelten Verbindungen haben. Von den Sexual- 
hormonen wurden g-Follikelhormon und Progesteron untersucht, 
beide als kristallisierte Reinpraparate. Daf Follikelhormon mit kon- 
zentrierter Schwefelsdure eine starke Reaktion ergibt, ist bereits bekannt : 
die bei nachtraglicher Verdiinnung auftretende Rotfairbung wird zu 
kolorimetrischer Bestimmung des Hormons benutzt (12). In den 
gebrauchlichen Lésungsmitteln ist die Absorption von zahlreichen 
Hormonen und ihren Verwandten untersucht worden (z. B. 7, 9, 13); 


* Eine starkere BeeinfluBbarkeit der langwelligen, schwacheren Energie- 
umsetzungen entsprechenden Absorptionsbanden kann haufiger festgestellt 
werden. Ein Beispiel bietet der Vergleich der Spektren von Pyren und 
Benzpyren in Alkohol (8). Eine gréBere Verschiebung des langwelligen 
Bandensystems ergibt sich auch dann, wenn die Berechnung, wie es physi- 
kalisch sinnvoller ist, in Frequenzeinheiten statt in Wellenlangeneinheiten 
erfolgt. Fiir die langwelligste, besonders ausgeprigte Vorbande, die fiir 
Benzpyren bei 4030 A liegt, trifft dieses allerdings nicht zu. 
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im mittleren bzw. kurzwelligen Ultraviolett treten wohlausgepragt: 
Banden auf, besonders bei 2800 bis 2900 A, 

In Abb. 4 sind die Schwefelséurespektren der beiden untersuchten 
Hormone dargestellt. Die Absorption des Follikelhormons ist durch 
eine starke, langwellige Bande ausgezeichnet. Die Verdiinnung mit 
Wasser (oder auch Alkohol) verandert die Absorption wesentlich: die 
dabei in der Nihe von 5000 A auftretende Bande ist die Ursache de: 
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Abb. 4. Hormone, Cholestenon. 
———— 1 Follikelhormon in 96 °'piger H) SO,. —+-—-+— 3 Progesteron in 96° giger Hy SO,. 
2 Follikelhormon in 37 © gigerH,SO,4. -~—- 4 Cholestenon in 96° oiger H,SO,. 


—s—+— 5 Cholestenon in 68 °/9 Ho SO,. 


totfarbung, welche der kolorimetrischen Bestimmung zugrunde liegt. 
Die Absorption des Progesterons ist dagegen auf das mittlere Ultra- 
violett beschrankt. Progesteron ahnelt in seinem spektralen Verhalten 
der Benzoesaure [(2), 8. 113]. Das Schwefelsiurespektrum des Foilikel- 
hormons lat eine betrachtliche Ahnlichkeit mit dem des Aceto- 
phenons [(3), 8.94] erkennen, wahrend es im Verhalten bei Ver- 
ditmnung stark abweicht. Ferner ist auf die Ahnlichkeit im spektralen 
Verhalten von Follikelhormon und Cholestenon (Abschnitt P) beson- 
ders hinzuweisen, weil sie fiir die Frage der Eindeutigkeit des kolori- 
metrischen Nachweises bzw. seiner chemischen Vorbereitung beachtet 
werden mub. Der VerdiinnungseinfluB ist bei Progesteron nicht 
gro}; das Absorptionsmaximum liegt in 62° iger Saure um 120 bis 
130 A kurzwelliger als in 96° iger. 

Die Fluoreszenz des Follikelhormons ist in konzentrierter Schwefel- 
siure sehr stark, von griiner Farbe. Durch Verdiinnung der Saure wird sie 
erheblich geschwacht; welchen Anteil daran die Senkung der Absorption in 
dem zur Erregung benutzten Spektralgebiet um 4000 A hat, wurde noch 
nicht quantitativ untersucht. Die Fluoreszenz der Lésungen des Pro- 
gesterons ist gering, wie bei der schwachen Absorption im Langwelligen 
nicht anders zu erwarten ist. 
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P. Cholestenon und Cholesterin. 


AuBer den beiden in der Uberschrift genannten Hauptstoffen 
wurden noch einige Cholesterinabkémmlinge untersucht, besonders 
e-Cholestanol, Oxycholesterin (Lifschitz), Cholesterinather, Cholesterin- 
oxyvd (Westphalen) und Dihydrocholesterin. Alle diese Stoffe ergeben 
mit konzentrierter Schwefelsdure eine kraftige Farbreaktion, welche im 
Vergleich zu alkoholischer Lésung eine sehr starke Erhéhung der 
Absorption in dem untersuchten Spektralbereich bedingt. Cholesterin 
und seine daraufhin untersuchten Abkémmlinge absorbieren namlich 
in Alkohol oberhalb 2300 A nur sehr wenig [vgl. z. B. (14)] und Chole- 
stenon, das starker ungesattigter Natur ist, zeigt zwar eine starke 
Absorptionsbande (log k 4,7), sie liegt aber bei 2400 A (15), also sehr 
viel kurzwelliger als die Banden in Schwefelsiure. Die Hauptbande 
der Schwefelsiurespektren aller dieser Stoffe liegt bei rund 3000 A, 
und die Absorption reicht weit in das Sichtbare hinein. Das Zusammen- 
wirken der Ketogruppe des Cholestenons mit der Doppelbindung des 
Ringgeriistes ist die Ursache fiir die angegebene Verschiebung der 
Absorption in Alkohol: in Schwefelsiure werden dadurch besondere 
Spektralerscheinungen im langwelligen Ultraviolett und im Sichtbaren 
bedingt (Abb. 4). Mit Cholestenon tritt — wie bei dem Follikelhormon 
bei Verdiinnung der Schwefelsaure eine Bande im Griin bzw. Blaugriin 
neu hervor, die eine rétliche Farbung der Lésung bedingt: dazu tritt 
eine Bande im Rot, deren Maximum spektroskopisch zu 6000 A er- 
mittelt wurde und deren Starke mit wachsender Alkoholmenge ansteigt. 


Als Beispiel fiir die tibrigen Stoffe dieses Abschnitts ist in Abb. 5 
Dihydrocholesterin in konzentrierter und in nachtraglich mit dem gleichen 
Volumen Alkohol verdiinnter Schwefelsaure dargestellt. Die iibrigen 
Praparate zeigen ahnliche Spektren, wobei das Maximum der Haupt- 
bande durchschnittlich bei 3100 A liegt. Starke Banden im Sichtbaren 
treten bei den Cholesterinabkémmlingen bei Verdiinnung der Schwefel- 
siure nicht neu auf. Der VerdiinnungseinfluB ist als gering zu_be- 
zeichnen. Ubrigens wird seine Messung zum Teil durch Triibungen 
erschwert. 


Alle untersuchten Cholesterinabkémmlinge zeigen in Schwefelséure 
eine schwach entwickelte Selektivitat bei durchschnittlich 4150 A. Uhre Aus- 
pragung ist verschieden gut; am schlechtesten bei Oxycholesterin und 
Cholesterinather, dann bei Cholesterinoxyd, bei dem eine Aufspaltung in 
zwei Teilbanden mit den Héchstwerten bei etwa 3950 und 4150 A an 
gedeutet ist. Das flache Minimum zwischen der Hauptbande und dieser 
Blaubande kann Bestimmungen der Cholsaiure aus dem Schwefelsaure- 
spektrum unter ungiinstigen Verhaltnissen st6éren. Es ist daher auf ge- 
niigende Entfernung von Cholesterin und seinen Verwandten zu achten. 
Dies wurde bereits bei einer friiheren Gelegenheit erértert (16). Qualitativ 
ist die Reaktion des Cholesterins mit Schwefelsiure und die dabei auf- 
tretende sichtbare Farbe selbstverstandlich schon lange bekannt und auch 
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in verschiedener Form gelegentlich zum Nachweis herangezogen worden 
|vgl. z. B. (17)).. Auf die mangelhafte Eindeutigkeit der durch konzentriert: 
Schwefelsaure bedingten Farbung ist bei diesen friiheren Untersuchungen 
bereits hingewiesen worden. Die Fluoreszenz der Cholesterinschwefe! 
siurel6sungen ist erheblich. In Phosphorséure sind Cholesterin und 
Cholestenon nicht in ausreichender Konzentration léslich. 


(). Giallensiuren. 

Die Gallensiuren bilden diejenige K6érpergruppe, tiber deren 
spektrales Verhalten in Schwefelséure von verschiedener Konzentration 
wir zusammen mit verschiedenen Mitarbeitern am reichlichsten Materia] 
gesammelt haben (18, 19), und bei der die unmittelbare Anwendung 
der Schwefelsiurespektren zum Nachweis fiir besondere biochemische 
Aufgaben bereits praktisch erprobt ist (16, 20). Wir bringen im folgenden 
unter Verwertung der bereits ver6ffentlichten und der inzwischen neu 
vewonnenen Ergebnisse einen zusammenfassenden Uberblick iiber den 
jetzigen Stand unserer Kenntnis auf diesem Gebiet. Dabei sollen an 
dieser Stelle die Spektralerscheinungen fiir sich allen und die daraus 
sich ergebenden grundsatzlichen Anwendungsmdéglichkeiten behandelt 
werden, wahrend auf die Aufbereitung des biologischen Materials zum 
Zwecke der Abtrennung und Anreicherung der Gallenséuren hier nicht 
eingegangen werden soll. Ubrigens hat sich gezeigt, daB der Nachweis 
der Gallensiuren durch die spektralphotometrische Untersuchung ihrer 
Schwefelsiurereaktion unter solchen Versuchsbedingungen, die ihre 
Kindeutigkeit befriedigend sichern, fiir manche Aufgaben nicht aus- 
reichend empfindlich ist. Mégliche Verbesserungen der Mebweise 
werden weiter unten kurz besprochen. An_ besseren quantitativen 
Verfahren fehlt es noch [wichtige Fortschritte sind neuerdings er- 
zielt (2la)}. Vielleicht kame hierfiir die feinere Durcharbeitung einer 
der verschiedenen zusammengesetzten Farbreaktionen in Betracht, 
welche die Absorption im Sichtbaren beeinflussen [z. B. (21, 2la)"}. 
Die bisher veréffentlichten Ausfiihrungsformen erscheinen in bezug auf 
die Empfindlichkeit bei gesicherter Eindeutigkeit nur beschrankt iiber- 
legen gegeniiber der Ausmessung des Schwefelsiurespektrums [vgl. 
u.a.(22)|. Wir beschrinken uns, wie ausdriicklich betont werden soll, 
im folgenden auf die Behandlung der einfachen Reaktion mit Schwefel- 
siure ohne besondere Zugaben. Die fluorimetrische Auswertung dieser 
Reaktion — die bekanntlich wegen der auftretenden starken Fluoreszenz 
auch als ,,Fluoreszenzreaktion‘‘ bezeichnet worden ist wiirde an sich 


' Im Ultraviolett kommt dabei, soweit die bisherigen, noch unvoll- 
standigen Versuche zeigen, iiberwiegend das gleiche Spektrum zur Aus- 
hildung wie bei der einfachen Schwefelséurereaktion. Selbstverstandlich 
mu8B das Schwefelsiurespektrum der Zusatzstoffe (z. B. Furfurol) beachtet 
werden. 
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einen empfindlichen Nachweis erméglichen f[iiber die MeBweise mit 
Stufenphotometer siehe (23)|. Lhre Eindeutigkeit ist aber nach unserer 
Meinung noch nicht geniigend gesichert [(16); vgl. auch (24) und (25)]. Die 
Mangel der bisher angewandten chemischen Vorbereitungsverfahren 
stéren bei der fluorimetrischen Bestimmung in viel stirkerem Mabe 
ils bei der Auswertung der Absorptionskurve. — AuBer der Anwendung 
der Spektren zum Nachweis bzw. zur Konzentrationsbestimmung der 
Gallensauren sind ihre spektralen Eigenschaften in allgemeinerer 
Hinsicht fiir Uberlegungen iiber ihre Struktur und die verschiedenen 
Reaktionsméglichkeiten bemerkenswert (18). In dieser Arbeit kann 
darauf nicht ausfiihrlich eingegangen werden. Es wird aber durch 
Vorlage der bisherigen Versuchsergebnisse Stoff fiir Uberlegungen dieser 
Art bereitgestellt. 


Uber die Schwe felsdurespektren und die normale Verdiinnungsreaktion 


der Gallensduren. 


Das Spektrum des Reaktionsproduktes der Cholsdéure mit kon- 
zentrierter Schwefelsaure ist durch eine starke Bande bei 3850 A aus- 


vezeichnet (Abb. 5). Sie bildet die Grundlage fiir die spektrophoto- 
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Abb. 5. Cholesterin, Gallensduren. 
—— | Dihydrocholesterin in 96 °/siger H.SO,. 
2 Dihydrocholesterin in 68 °/giger H, SO,. 
3 Cholsiure in 96 °/siger Hy»SO,. 
—::—++-- 4 Cholsdure in 68 °/oiger H» SO,. 
5 Seymnol in 96 /iger Hy, SO,. 
——— 6 Dehydrocholsiure in 96°/9iger Hy SOy,. 


metrische Bestimmung der Cholsiure. Bei Auftragung der Absorptions- 
koeffizienten in linearem MaBstab tritt diese Hauptbande noch starker 
hervor als in dem hier gewahlten logarithmischen MaBstab [vgl. (16), 
Abb. 3]. Sie bleibt bei nachtraglicher Verdiinnung der Schwefelsdure 
mit dem gleichen Volumen Wasser oder Alkohol praktisch unverandert. 
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Desoxrycholsdiure verhalt sich wesentlich anders. Sie zeigt namlich 
bei Ansatz in konzentrierter Schwefelsaure eine Hauptbande bei 3100 A ‘ 
(Abb. 6), also in dem gleichen Bereich, wo auch der Héchstwert der 
Schwefelsaurespektren der ungesdttigten Sauren mit langer Kohlen 
stoffkette (3) und von Cholesterin (Abschnitt P) liegt. Bei nachtraglicher 
Verdiinnung der Schwefelsaure auf das doppelte Volumen tritt dagegen 
eine Bande bei 3800 A hervor, die ohne Zweifel auf denselben Chromo 

phor zuriickgeht wie dir 
” % entsprechende Bande der ( 
| 3 x Cholsaure. Auf die hier ( 
40h—>-— LN ff s | 1 vorliegende Méglichkeit, 

i / , Cholsaure und Desoxy- 

id cholsdure spektralanalvy- 
> tisch zu unterscheiden. ( 


wird im SchluBabschnitt 
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Abb. 6. Gallensiuren. Gallensduren in verdiinnte: 
1 Desoxycholsiure in 96% oiger Hy SO,. Schwe felsdure. 
2 Desoxycholsiure in 68 9) gigér H,SO,. : 
-— 8 Cholsiiure in 83 °/oiger Hs PO4. Cholsiure und Des- 
‘ 4 Cholsiure in 25° piger HCI. -s 
Wegen der Bewertung von Kurve 4 vgl. Text oxycholsaure vertauschen 


ihr fiir konzentrierte 
Schwefelsaéure beschriebenes Verhalten, wenn Lésungen in verdiinnter, 
z. B. 65° iger H,SO, angesetzt werden. Cholsdure zeigt nun eine 
Hauptbande nahe bei 3100, Desoxycholsdure nahe bei 3800 A (Ta- 
belle Il). Bei H,SO,-Gehalten zwischen 65 und 96°,, finden sich 
Ubergangsspektren. Die beiden fiir uns hauptsiachlich in Betracht 
kommenden Banden sind in 85° ,iger H,SO, ungefahr gleich stark 
entwickelt. Bei Ansatz in stark verdiinnter Saure (und ebenso_ bei 
nachtraglicher starker Verditinnung der Ansatze in konzentrierter Saure) 
sinkt die Absorption schlieBlich erheblich ab. Das bedeutet eine gewisse 
Annaherung an das Verhalten in normalen Lésungsmitteln, in denen 
die Absorption in dem von uns betrachteten Spektralbereich im Vergleich 
zu der Hohe der Schwefelsiurespektren verschwindend gering ist. Die 
spektralen Erscheinungen, die in stark verdiinnter Saure zu beobachten 
sind, wurden an anderer Stelle beschrieben (19). Hier soll nur erwahnt 
werden, da Cholsaure-Schwefelsaurelésungen bei Verdiinnung mit 
Alkohol auf das dreifache Volumen griin werden und eine selektive 
Absorption in der Nahe von 6500 A aufweisen. Die Ultraviolettspektren 

zeigen bei diesen H,SO,-Gehalten nicht mehr viel Struktur. 
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fabelle Il. Ubersicht tiber das spektrale Verhalten der ver- 
schiedenen Gallensauren. 





Ungefaihre Lage der Hauptbande 
der Absorption (A) 


angesetzt in H.SO, von 


Stoffe 
96/5 96 /, 65 0 
untersucht in HySO, von 

96 9/9 65 %/5 65 ° 
Cholsaure 
Glyko- und Taurocholséure | ----- 3800 3800 3100 
Apocholsaure | 
Lithocholsaure 
Anthropodesoxycholsaure = (|... , 3100 3800 senn 
Desoxycholsaéure | 
Choleinsaéuren 
Dehydrochois&ure ................ Keine starken Absorptionsbanden 
UNE Perciee 5:4 Fai es weOE wien de asa £800 


Wieder andere Verhaltnisse liegen vor, wenn Ansatze in 65° iger 
H,SO, nachtraglich auf héhere Schwefelsiurekonzentration gebracht 
werden. Besonders bemerkenswert ist eine starke Bande der Cholsaure 
bei 4600 A, welche die 3800-Bande bei diesem Vorgehen iibersteigen 
kann und die bei Desoxycholséure fehlt (19). 


Vergleich der verschiedenen Gallensduren. 

Eine itibersichtliche Darstellung des eigenartigen spektralen Ver- 
haltens aller von uns untersuchten Gallensauren ist in Tabelle [1 gegeben. 
Dabei ist eine Beschrankung auf die Banden bei 3100 und 3800 A vor- 
genommen worden ; auBerdem sind die deutlichen, aber nicht erheblichen 
Unterschiede (50 bis 100 A), welche diese Banden bei den verschiedenen 
Stoffen und Schwefelsiurekonzentrationen zeigen, nicht beriicksichtigt. 
Es handelt sich jedenfalls um die Bildung von zwei verschiedenen 
chromophoren Molekiilstrukturen, deren Ausbildung in der angegebenen 
Weise von der Konstitution der Ausgangsstoffe abhangt. Dabei haben 
offenbar die OH-Gruppen wesentlichen Einflu8 auf den Reaktions- 
ablauf. Die Apocholsaure steht mit zwei OH-Gruppen und einer Doppel- 
bindung gleichartig neben der Cholséure mit drei Hydroxylen (‘Trioxy- 
cholansaure). In der zweiten Gruppe stehen Dioxycholansauren (Anthro- 
podesoxycholséure und Desoxycholséure) und eine Monoxycholansaure 
(Lithocholsiure) zusammen. Von den beiden Chromophoren ist der 
langwellige der bestandigere. 

Die tibrigen Absorptionsbanden, besonders auch die schon lange 
bekannten, im Sichtbaren liegenden, treten neben den ultravioletten 
Banden an Starke erheblich zuriick. Nur die Blaubande bei 4600 A 
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bildet eine Ausnahme. Sie erscheint bei den oben angegebenen by 
sonderen Reaktionsbedingungen. 

Die Schwefelsdurereaktion, die tibrigens mit der Reaktion in kon 
zentrierter Salzsiure groBenteils iibereinstimmt (siehe unten), fiihrt zu 
der Bildung von starker ungesattigten Stoffen, wobei die Anzahl de1 
entstehenden Doppelbindungen von der Anzahl der urspriinglich vor 
handenen OH-Gruppen abhangen kénnte (26, 27). Um die gefundenen 
starken und verhaltnismaBig langwelligen Absorptionsbanden zu ver 
stehen, sind gekoppelte konjugierte ungesattigte Gruppen an 
zunehmen. 

Die Ubersicht in Tabelle IL lehrt, daB die gepaarten Gallensduren 
sich wie die einfachen verhalten. Das gleiche gilt ohne Zweifel fiir dic 
Salze, von denen einige Natriumsalze untersucht sind. Bei den Cholein 
siuren muB selbstverstandlich die Schwefelsiureabsorption des iibrigen 
Molekiilteils ebenfalls beachtet werden. Diese Verhaltnisse brauchen 
hier nicht eingehend dargestellt zu werden, da sie — soweit die bis- 
herigen Messungen erkennen lassen — nichts grundsatzlich Neues bieten. 
Die spektralen Erscheinungen lassen sich bei allen biologisch in Betracht 
kommenden Gallenséiuren auf die beiden an Cholsiure und Desoxychol- 
siure genau untersuchten Grundformen zuriickfiihren. 

Ganz abweichend verhalt sich Dehydrocholséure (Abb. 5), deren 
Absorption in Schwefelséure verhaltnismaBig sehr gering ist und keine 
hervortretenden Selektivitaten zeigt. Eine schwache Bande bei 3800 A 
ist vermutlich auf eine Verunreinigung des uns zur Verfiigung stehenden 
Praparats zuriickzufiihren. Log k betragt am Maximum dieser Bande 
nur 1,6, liegt also weit auBerhalb des Bereichs unserer Abbildung. Schon 
eine Beimengung von nur 0,1°,, Cholséure wiirde ihr Auftreten ver- 
standlich machen. Auch in verdiinnter Schwefelsaure ist die Absorption 
vering. Sie steigt erst bei Erhitzung der Schwefelsiurelésungen starker 
an. Eine breite Bande bei 3900 A kann dabei hervortreten, das Spektrum 
ist aber, weil jedenfalls eine Vielheit von Reaktionen ablauft, wenig 
ausgepragt. 

Wieder ein anderes Verhalten zeigt Seymnol (Abb. 5). Die Absorp- 
tion dieser Diketocholanséure ist in konzentrierter Schwefelséure sehr 
stark. Das Maximum liegt an einer Stelle, wo die Schwefelsiurespektren 
der Trioxy- und Dioxycholansiure ebenfalls Selektivitaten zeigen, die 
aber verhaltnismaBig schwach sind. Die Verdiinnungsreaktion ist nicht 
untersucht worden. 

Der EinfluB von Alter und Temperatur aut die Spektren der Gallen 
siuren in konzentrierter Schwefelséiure ist, soweit untersucht, nicht grof. 
Die praktische Anwendung der Ausmessung der Absorptionsbanden wird 
dadurch erleichtert. Bei dem oben besprochenen starken EinfluB bei det 
Dehydrocholsaure handelt es sich um die Wirkung einer linger dauernden 
kraftigen Erhitzung. 
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lher die Absorption der Gallensduren in Phosphorsdure und Salzsdure. 

Die Absorption der Cholsiure in 83° iger H,PO, ist in Abb. 6 
aufgenommen. Die kurzwellige Bande iiberwiegt in starkerem Mabe, 
als es dem geringeren Sauregehalt entspricht ; die Phosphorsaéure wirkt 
also nicht so stark wie Schwefelsaure, ein Befund, der zu aller sonstigen 
Kenntnis paBt und auch in unseren Messungen mehrfach zum Ausdruck 
kommt. Nachtragliche Zugabe von Schwefelsaure laBt die Bande bei 
1600 A hervortreten. Dasselbe Verhalten wurde bei nachtraglicher 
Zugabe von Schwefelsdure zu einem Ansatz in verdiinnter Schwefelsaure 
vefunden, so daB also auch in dieser Hinsicht Ubereinstimmung in den 
Grundziigen des spektralen Verhaltens besteht. 

Messungen an desoxycholsaurem Natrium als einem Stoff der 
zweiten Gruppe der Gallensauren ergaben in 83°,iger H,PO, eine 
recht schwache Absorption mit verhaltnismaiBig gut hervortretender 
Bande bei 3800 A. Bemerkenswert ist, da durch nachtragliche Zugabe 
von Phosphorséure zu einem Schwefelsiureansatz im Volumenverhaltnis 
19: 1 die 3800-Bande verstarkt wird; auch durch diesen Versuch wird 
also gezeigt, daf} die Phosphorsiure wie ,,verdiinnte Schwefelsaure‘‘ 
wirkt. 

Mit konzentrie:ter Salzsdure ergibt Cholsaure im Gegensatz zu 
Desoxycholsaure eine qualitativ seit Jangem bekannte’ Farb- 
reaktion (26, 28). Wir haben ihr Spektrum aufgenommen (Abb. 6). Dabei 
darf nur der Verlauf der Absorptionskurve, nicht ihre Héhe bewertet werden ; 
denn die Konzentration war wegen mangelhafter Léslichkeit nicht bekannt. 
Die vorhandene Triibung diirfte auBerdem die Kurve verfalschen, besonders 
in ihrem kurzwelligen Teil. Der Anstieg im Sichtbaren fiihrt zu der Absorp- 
tion, welche die blauviolette Farbe bedingt. Im wesentlichen ist die Ultra- 
violettabsorption die gleiche wie in Schwefelséure; es ist also die Bildung 
des gleichen Farbtraigers anzunehmen. Fiir die starker beeinfluBbare 
Absorption im Sichtbaren bestehen aber Abweichungen. Desoxychol- 
saure gibt (bei ebenfalls schlechter Léslichkeit ) keine nennenswerte Absorp- 


tion in konzentrierter Salzsdaure. 


l’her die Fluoreszenz der Gallensduren. 

Die Gallensiuren zeichnen sich in Schwefelséure von mittlerer und 
hoher Konzentration durch starke, fiir das Auge iiberwiegend griin er- 
scheinende Fluoreszenz aus. Die Héchstwerte des Fluoreszenzvermégens 
werden nicht in 96°,iger, sondern in schwacherer H,SO, erreicht (19). 
Eingehende Messungen mit verschiedener Filterung des erregenden 
Lichtes fiihrten zu dem Ergebnis, daB die Fluoreszenz mit der Queck- 
silberliniengruppe bei 3650 A, welche noch zum Bereich der langwelligen 
ultravioletten Hauptabsorptionsbande gehért, nicht so gut erregt 
werden kann, wie mit den Linien bei 4050 und 4350 A. Das stimmt mit 
friiheren Beobachtungen aus einem anderen Laboratorium iiberein 
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bei denen ein Vergleich der Fluoreszenzerregung mit einer Quecksilber 
lampe und mit einer Gliihlampe vorgenommen wurde (29). Diese: 
Befund ist nach bisheriger Kenntnis am einfachsten durch die Annahm: 
zu deuten, das bei der Reaktion der Gallensiuren mehrere verschieder: 
Stoffe entstehen, und da®B der hauptsiichliche Traiger der Fluoreszen 
nicht Trager der Absorptionsbande bei 3800 A ist (30). 

Dafi mehrere Reaktionsprodukte auftreten, ist an sich altbekannt. 
Wir haben Fluoreszenz und Absorption verschiedener Stufen einer Aut 
arbeitung von Cholséiure und Desoxycholséure untersucht, die im wesent 
lichen nach den friiheren Vorschriften vorgenommen wurde (31). Es gelang 
uns aber nicht, eine klare Trennung in bezug auf die optischen Eigenschafter 
zuerreichen. Eine deutliche Fluoreszenzfahigkeit in konzentrierter Schwefe! 
sdure zeigten simtliche Fraktionen und in keiner trat die 3800-Bande aus 
gezeichnet hervor, wenn auch dieser Chromophor mehrfach neben anderen 
meBbar war. Offenbar bedingen die verschiedenen Fallungen und Anderun- 
gen des Lésungsmittels erhebliche Umwandlungen der verhaltnismabig 
empfindlichen chromophoren Gruppen, um die es sich hier handelt. Fall. 
eine weitere Klarung dieser Frage wertvoll erscheint, werden dazu ein 
gehende chemische Untersuchungen unter quantitativer Verfolgung der 
Ultraviolettabsorption und des “Fluoreszenzvermégens notwendig sein. 


Uber die Nachweisempfindlichkeit fiir einige der in Abschnitt 0, 
P und Q behandelten Stoffe. 

Im folgenden sollen einige Angaben iiber die Nachweisempfindlich 
keit gemacht werden, welche bei Verwendung der Schwefelsaure- 
spektren fiir Hormone, Cholesterine und Gallenséiuren unter unseren 
MeBbedingungen erreichbar ist. Die Auswahl dieser Stoffe ist wegen 
ihrer groBen Bedeutung in biologischer Hinsicht und wegen der zum 
Teil besonders giinstigen Eigenschaften ihrer Schwefelsiurespektren 
erfolgt. Jedoch haben diese Ausfiithrungen insofern allgemeinere Giiltig- 
keit, als ganz entsprechende Uberlegungen fiir zahlreiche weitere Stoffe 
angestellt werden kénnen. 

Den Berechnungen ist die in der ganzen Untersuchungsreihe einheitlic! 
beibehaltene, einleitend beschriebene (1) MeBweise zugrunde gelegt. Ve 
groBerung der Offnung des rotierenden Sektors von '/,) auf z. B. '/, wiird: 
die Nachweisempfindlichkeit erhéhen, weil dann schon geringere Absorp- 
tionsbetrage meBbar werden; es steigt aber dabei die Fehlergrenze an, so 
daB der Gewinn fiir eine quantitative Auswertung groBenteils wieder ve1 
loren geht. Erhéhung der Dicke der wirksamen Schicht — also der Auszugs 
lange des Baly-Rohres erméglicht aus dem Grunde keinen Fortschritt. 
weil entsprechend gréBere Lésungsvolumina erforderlich werden, so dal 
die Mengenempfindlichkeit auf diesem Wege nicht gesteigert werden kann. 
Ob im Einzelfall besser mit verdiinnteren Lésungen bei gréBerer Schicht- 
dicke gearbeitet wird oder umgekehrt mit konzentrierteren Loésungen und 
kiirzeren durehstrahlten Schichten, hangt von den Nebenumstanden ab, 
z. B. den Léslichkeitsverhaltnissen, auch von etwaigen Abweichungen vom 
Beerschen Gesetz. Eine wirkliche Verbesserung der Mengenempfindlichkeit 
erscheint gegeniiber unserer MeBweise in zweifacher Richtung méglich: 
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|. durch Verringerung des Durchmessers des Absorptionsrohres, so daf fiir 
sleiche wirksame Schichtdicken eine geringere Fliissigkeitsmenge bendétigt 
vird. Dieser Weg diirfte am ehesten fiir die Ausmessung von sichtbaren 
Banden in Frage kommen: es sei z. B. an die Mikrokiivetten erinnert, welche 
zum Stufenphotometer der Firma Zeiss hergestellt werden. Fiir das Ultra- 
violett bedeutet Einengung des Lichtweges im allgemeinen eine starke 
Erschwerung der Einstellung. Die Durchfiihrung wird jedoch dann gut 
méglich sein, wenn man mit geringen wirksamen Schichtdicken auskommt. 
2. Erhéhung der Genauigkeit der Absorptionsmessung, die vor allem durch 
Verzicht auf die photographische Platte mit ihren besonderen Fehler- 
méglichkeiten und der Begrenzung in der Erkennbarkeit von Schwarzungs- 
interschieden zu erreichen ware; Versuchsanordnungen dieser Art sind 
hekannt Bei unserer MeBweise ist, um nicht allzunahe an die Grenze 
des Verfahrens zu kommen, ein Absorptionsunterschied von 10°) zur 
sicheren Trennung zu fordern. 


Die Grenze der Mengenempfindlichkeit berechnet sich so, daB die 
Absorption bei der gr6éBten angewandten Schichtdicke von 5 cm, fir 
die 10 cem Lésung benétigt werden, das Licht auf ! ,, schwachen mub; 

muB also mindestens 0,2 cm~! betragen bzw. log ¢ mindestens — 0,7. 
Ausdriicklich soll hervorgehoben werden, daB die Nachweisméglichkeit 
auch bei gut ausgepragten und eindeutigen Banden stark verschlechtert 
wird, wenn der betreffende Stoff in der untersuchten Lésung zusammen 
mit erheblichen Mengen von anderen Stoffen vorkommt, welche an der 
betrachteten Stelle in Schwefelsiure ebenfalls Absorption zeigen; dies 
gilt auch fiir den Fall, da} die st6érenden Begleitstoffe an der unter- 
suchten Stelle nicht selektiv absorbieren. Es wird also z. B. der Chol- 
siurenachweis durch die Gegenwart von Olsdure verschlechtert. Diese 
Verhaltnisse lassen sich zahlenmaBig leicht iibersehen, so das wir uns 
auf die tiberschlagige Berechnung dieses einen Beispiels beschranken 
kénnen (s. unten). Wichtig ist dabei die Tatsache, daB die spektro- 
photometrische Aufnahme der Absorptionskurven bei richtiger Aus- 
wertung unmittelbar ein Urteil iiber das AusmaB etwaiger Stérungen 
gestattet. Das ist ein wesentlicher Vorteil gegeniiber einfacher kolori- 
metrischer Messung, bei der auch durch Anwendung mehrerer ver- 
schiedener Farbfilter (2]a) nur eine Annaherung an die in der Ein- 
deutigkeit viel giinstigere Npektrophotometrie erreicht wird. Fiir 
Xeihenmessungen wird selbstverstandlich stets die Gewinnung eines 
méglichst einfachen Verfahrens anzustreben sein. Seine Begriindung 
erfordert aber zunachst umfassende Vorarbeiten, bei denen die spektralen 
Untersuchungen neben den rein chemischen entscheidende Dienste 
leisten kénnen. Im allgemeinen gelten die folgenden Beispiele fiir 
Lésungen ohne stérende Begleitstoffe. Sie sollen einen ungefaihren 
Uberblick vermitteln. Die Besprechung der chemischen Vorbereitung 
des biologischen Materials gehért nicht in den Rahmen dieser Unter- 
suchungsreihe. 
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1. Follikelhormon und Cholestenon. 0.1 mg erméglichen in Schwefel 


saure einen recht eindeutigen Nachweis des Hormons, da fiir 1 mg® , igs 
Lésungen bereits die beiden Hauptbanden bei 3030 und 4500 A div 
MeBgrenze erreichen oder iiberschreiten. Die GewiBheit, dab dieses 
Hormon vorliegt, wird dadurch erhéht, daB beide Banden bei Ver 
diinnung mit Wasser verschwinden und eine neue bei 5000 A erscheint 
Um diese zu erfassen, wird man am einfachsten von 5 cem eines minde 
stens 3 mg®,,igen Ansatzes in konzentrierter Saure ausgehen und diesen 
anschlieBend auf das Doppelte verdiinnen: es sind also mindestens 
0,15 mg Hormon erforderlich. 

Cholestenon wird an dieser Stelle mit betrachtet, weil es als einziger 
der von uns untersuchten Stoffe eine sehr ahnliche Verdiinnungsreaktion 
gibt, wie Follikelhormon. Die Nachweisverhaltnisse sind bei beiden 
Stoffen wenig verschieden. Eine sichere Unterscheidungsméglichkeit 
ist aber dadurch gegeben, da} Cholestenon in konzentrierter Schwefel- 
siure keine Blaubande zeigt ; auBerdem ist die etwas kurzwelligere Lage 
der Banden in der Nahe von 3000 und 5000 A zu beachten. 

2. Progesteron iiberschreitet mit seiner Hauptbande bei 2900 A 
die MeBgrenze, wenn 0,03 mg in 10 ccm H,SO, gelést sind. Die Ein- 
deutigkeit eines solchen Nachweises ist aber als schlecht zu bezeichnen, 
weil eine gréBere Anzahl verschiedener Stoffe in diesem Spektralbereich 
starke Absorptionsbanden zeigt. Auch die Verdiinnungsreaktion bringt 
in diesem Falle keinen Gewinn. Wenn gréfere Hormonmengen vor- 
handen sind, kann die Bestimmung verbessert werden, weil ein gréBeres 
Stiick der Absorptionskurve meBbar wird. 

3. Die verschiedenen Cholesterine riicken durchschnittlich in 
1 mg®,,igen Lésungen tiber die MeBbgrenze. Aber auch in diesem Falle 
ist die Eindeutigkeit in der Lage der Hauptbande und in dem Verhalten 
bei nachtraglicher Verdiinnung der Schwefelsaure schlecht. Die schwache 
Bande in der Nachbarschaft von 4200 A wird erst mit drei- bis viermal 
so hoher Konzentration meBbar. Sie ist unter unseren Bedingungen zu 
quantitativen Bestimmungen kaum geeignet. 

4. Die Hauptbande des Schwefelsaurespektrums der Cholsdure ist 
bei Vorhandensein von 0.04 mg meBbar. Die Eindeutigkeit ist, wie die 
Gesamtheit unserer bisherigen Erfahrungen lehrt, sehr zufriedenstellend. 
Eine so vollkommene Sicherheit, wie sie bei dem spektralanalytischen 
Nachweis der Metalle durch ihre linienhafte Emission oder bei den 
besonders reich gegliederten Absorptions- und Emissionsspektren der 
Porphyrine erreichbar ist, kann das Schwefelsiurespektrum der Chol- 
siure entsprechend seinem Gesamtaufbau selbstverstandlich nicht 
bieten; seine Aufnahme ist aber unter Beachtung aller Nebenumstiande 
fiir viele biologische Aufgaben ausreichend und in der Eindeutigkeit ein- 
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facher kolorimetrischer oder fluorimetrischer Bestimmung der Cholsaure 


entscheidend iiberlegen. 


Bei Vorhandensein von Begleitstoffen in gréBerer Menge, welche 
ebenfalls Farbreaktionen mit Schwefelsaure liefern, wird die Nacbweis- 
empfindlichkeit und -genauigkeit fiir die Cholsiure verschlechtert, ohne 
dafS aber die Beurteilung der Eindeutigkeit unsicher wird [zu beachten 
ist die Bande des Indikans und das Absorptionsminimum des Chole- 
sterins: vgl. (16)]. Ungesattigte héhere Sauren geben bei 3800 A durch- 
schnittlich 1,5 em~! Absorption in 100 mg®,,igen Lésungen (3), ent- 
sprechend 10mg in 10 cem. Daneben kénnen unter giinstigen Meb- 
bedingungen 0,05 mg Cholsaure noch als vorhanden festgestellt werden; 
die Fehlergrenze fiir die Ermittlung dieser Cholsiuremenge bei einem 
so starken Uberwiegen von farbgebenden Begleitstoffen ware mit 
unserer Versuchsweise zu etwa 50°, anzusetzen. Die Fehlergrenze 
wird geringer, wenn mehr Cholséiure vorhanden ist. Wenn die Menge 
der ungesattigten Saiuren 100 mg betragt, dann steigt auch die zum 
Nachweis benétigte Mindestmenge an Cholsiure auf das Zehnfache an, 
also auf rund 0.5 mg. 

Zusatzversuche in der allgemein iiblichen Art sind auch bei der An- 
wendung der Spektralphotometrie angebracht. Die gesamte Mefweise 
kann auf diese Art iiberpriift werden. AuBerdem ist aber auch die Méglich- 
keit grundsatzlich in Betracht zu ziehen, daB der Reaktionsablauf und damit 
die Spektren durch die Gegenwart sonstiger Stoffe beeinfluBt werden. 
Storungen dieser Art sind bei unseren Messungen an Cholsaure nicht hervor- 
getreten. Wir haben Cholséure zusammen mit verschiedenen anderen 
Stoffen und auch bei Zugabe zu Ausziigen aus biologischem Material, 
deren Zusammensetzung nicht bekannt war, untersucht. 


5. Die Nachweisbedingungen sind fiir Desorycholséure zum Teil 
aihnlich wie fiir Cholsaure. Die Eindeutigkeit ist aber schlechter. Denn 
die Bande bei 3100 A scheidet aus friiher schon besprochenen Griinden 
aus. Um die Bande bei 3800 A zu erhalten, ist Verdiinnung der Schwefel- 
siure erforderlich. Unter diesen Bedingungen ergeben aber auch die 
ungesittigten Sauren (jedoch nicht Cholesterin) eine neue Bande im 
gleichen Spektralbereich (3). Die Héhe dieser Bande der Fettsauren ist 
geringer: die Selektivitat A ¢ betragt fiir 1 mg®,ige Lésungen etwa 
0,04 em-1, bei Desoxycholsiure aber das Zehnfache!. Bei Uberwiegen 
der Desoxycholsaure gelingt ihre Bestimmung auf Grund dieses Unter- 
schiedes in einwandfreier Weise. Wenn aber ungesiattigte Fettsaiuren in 
so starkem Mabe iiberwiegen, wie dies vorhin fiir das Beispiel der Chol- 


! Bei den Natriumsalzen wurden bei Ubereinstimmung im all- 
gemeinen Verhalten — zum Teil Abweichungen der Absorptionskoeffizienten 
gegeniiber den freien Sauren gefunden. Thr Betrag kann fiir die Praxis 
wichtig sein und mu8 noch planmaGig untersucht werden. 
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saure angenommen wurde, dann wiirde der Nachweis der Desoxychol- 


siure unsicher oder unméglich werden. 


Die besonderen spektralen Erscheinungen bei Verdiinnung de 
Schwefelséure erméglichen eine Unterscheidung von Cholsdure und 
Desoxycholsdure bzw. ihrer Paarlinge. Die hierfiir erforderliche Menge 
ist gering: schon mit 0,1 mg waren die notwendigen Aufnahmen in 
konzentrierter und in nachtraglich verdiinnter Schwefelsiure méglich. 
Wenn das gegenseitige Verhaltnis in einer Mischung beider Stoffe 
bestimmt werden soll, wird je nach der verlangten Genauigkeit eine 
groBere Menge benétigt. Eine Unterscheidung kann ferner durch den 
Vergleich der Spektren in konzentrierter Salzsaure durchgefiihrt werden 
oder durch die nachtragliche Schwefelsiurezugabe zu Ansatzen in ver- 
diinnter Saure, wodurch bei Cholséure eine starke Blaubande entsteht 
(s. oben). Auch fiir eine derartige Aufgabe bietet die Absorptions- 
spektralanalyse also zuverlissige und empfindliche Lésungen; die 
teindarstellung braucht dabei nicht so weit getrieben zu werden, wie 
es fiir andere Verfahren notwendig ist. 

Meine Untersuchungen sind in dem vorgelegten Umfang nur dadurch 
méglich gewesen, daB mir eine gréBere Anzahl wertvoller Praiparate zum 
Verfiigung gestellt wurden, wofiir ich auch an dieser Stelle bestens danken 
méchte. Ich erhielt Kohlenwasserstoffe (Abschnitt N) von Herrn Professor 
Dr. Cook, London, von der Firma Hoffmann-La Roche und von Herrn Dr. 
Oesterlin, Hamburg, der mir alle diése Stoffe vermittelte. Die Sexual- 
hormone erhielt die Klinik von der Firma Schering-Kahlbaum. Viele der 
in Absehnitt P und Q behandelten Verbindungen iiberlieB mir Herr Pro- 
fessor Dr. Jenke; einige davon wurden bei den Herren Geheimrat Professor 
Dr. Windaus, Gottingen, und Geheimrat Professor Dr. Wieland, Miinchen, 
dargestellt; die Cholesterinabkémmlinge hat Herr Professor Jenke selbst 
prapariert. 

Ferner wiederhole ich am SechluB dieser Untersuchungsreihe meinen 
Dank an Herrn Professor Dr. H. Bohnenkamp fiir standige Férderung, an 
die Herren Professor Dr. M. Jenke und Dr. W. Klein fiir mannigfache 
Ratschlage sowie an die Deutsche Forschungsgemeinschaft fiir die Uher- 
lassung von wertvollen Leihgaben. 


Zusammenfassung. 

Die untersuchten polycyclischen Kohlenwasserstoffe zeigen in 
Schwefelséure im allgemeinen kraftige, wohl ausgeprigte Absorptions- 
spektren. Die Feinstruktur ist in mehreren Fallen geringer als in nicht- 
angreifenden Lésungsmitteln. In diesem Abschnitt sind mehrere Stoffe 
mit krebserregender Wirkung behandelt. — Follikelhormon ergibt in 
konzentrierter Schwefelsiiure zwei starke Banden bei 3030 und 4500 A, 
waihrend in verdiinnter Saure eine Bande bei 5000 A neu hervortritt. 
Die Hauptbande des Progesterons liegt bei 2900 A. — Das spektrale 
Verhalten des Cholestenons ist dem des Follikelhormons 4ahnlich. 
Cholesterin zeigt neben einer schwachen Bande im kurzwelligen Blau 
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eine starke Bande bei 3100 A. Die Gallensaéuren sind in zwei Gruppen 
einzuteilen, welche durch Cholsiure und Desoxycholsdure hauptsachlich 
vertreten werden. Im wesentlichen sind zwei in Schwefelsaure neu 
vebildete Chromophore zu betrachten bei 3100 und 3800 A —, deren 
Hervortreten in eigenartiger Weise von den Reaktionsbedingungen und 
der Konstitution der Ausgangsstoffe abhangt. Die Anwendung der 
Schwefelsiurespektren zum Nachweis von biologisch wichtigen Stoffen 
wird an Hand mehrerer Beispiele eingehend besprochen. 
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Bestimmung der Calciumionenkonzentration 
im Ultrafiltrat von biologischen Fliissigkeiten. 
Von 
R. Nordbo. 


(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Oslo.) 


(Eingegangen am 6. Marz 1939.) 


Von Brinkman und van Dam (1920) wurde eime Methode zur Be- 
stimmung des ionisierten Calciums angegeben, die darauf beruht, da man 
die Menge Natriumoxalat festzustellen sucht, die hinzugesetzt werden mul, 
um nach | Stunde eine tyndalloskopisch merkbare Triibung von Caleium- 
oxalat zu erhalten. Gegen diese Methode lassen sich mehrere Einwénde 
erheben [Schulten (1926), Nordbé (1936)]. In einer Arbeit iiber die Be- 
deutung der Caleitumionenkonzentration fiir die Gerinnung des Blutes wurde 
die Methode in der folgenden Modifikation angewandt {[Nordbé (1936)}: 
Die Fliissigkeit, in der die Caleiimionenkonzentration bestimmt werden 
sollte, wurde mit einem UberschuB von Calciumoxalat bei konstante1 
Temperatur geschiittelt, bis Sattigung eingetreten war. In den Filtraten 
wurde die Oxalatkonzentration ermittelt und daraus die Caleiumionen- 
konzentration berechnet. Dieses Verfahren lieB sich nicht zu einer praktisch 
brauchbaren Methode fiir Serienuntersuchungen in biologischen Fliissigkeiten 
ausarbeiten wegen der Schwierigkeit, die Oxalsiure zu bestimmen. Ich 
stellte mir dann die Aufgabe, fiir K, Na, Ca und Mg je eine starke und 
nichtkolloide Saéure zu finden, die sich leicht quantitativ bestimmen lie! 
und die mit dem betreffenden Metallion eine geniigend schwer ldésliche. 
dissoziierte Verbindung bildete. Es wurde versucht, eine Farbstoffsaure 
zu finden, die sich fiir eine kolorimetrische Bestimmung der Calciumionen- 
konzentration eignete, aber bei samtlichen untersuchten Farbstoffsauren 
war entweder die Magnesiumverbindung schwerer léslich als die Caleitum- 
verbindung oder die Saure lieB sich schwer quantitativ bestimmen. Als 
einigermaBen brauchbar erwies sich die Pikrolonsdéure, die schon mehrmals 
zur quantitativen Bestimmung des Calcitums verwendet worden ist. Nach 
Dworzak und Reich-Rohrwig (1931) betragt die Léslichkeit (in Mol/Liter) 
von Calciumpikrolonat in Wasser bei Zimmertemperatur etwa 70% der 
Léslichkeit von Magnesiumpikrolonat. Zur quantitativen Bestimmung des 
gelésten Pikrolonats eignet sich besonders das Titrationsverfahren von 
Bolliger (1934, 1935). 

Diese Titration wurde wie folgt ausgefiihrt : In einem 2,5 cm weiten 
zVlindrischen Scheidetrichter wurden 1 ccm Chloroform und 2 ccm der 
filtrierten gesattigten Pikrolonatlésung abgemessen. Aus einer 2-ccm- 
Biirette wurde n/1000 Methylenblaulésung zugesetzt, bis die wasserige 
Schicht schwach griinblau erschien. Nach jedem Zusatz von Methylen- 
blau wurde energisch geschiittelt. Nach Wechseln des Chloroforms 
wurde erneut geschiittelt und weiter titriert. Insgesamt wurde viermal 
leem Chloroform zugesetzt. Beim letzten Chloroformwechsel blieb 
die jetzt rein blaue Methvlenblaufarbe der wasserigen Schicht unver- 
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indert. Solange noch gelbes Pikrolonat vorhanden ist, erscheint die 
Farbe griinlich. 

Beispiel: Bei der Titration von 2cem einer 0,525+ 10 3n Pikrolonsaure 
ésung war bei den hintereinanderfolgenden vier Chloroformzusatzen die 
zugesetzte Menge Methvyvlenblau: 0,930, 1,030, 1,060, 1,060 cem emer 

1000) Lésung. 

Nach Bolliger soll der Titrationsfehler bei Verwendung von n_/ LOOO 
Losungen 0,3°,, nicht iibersteigen. Bei dem hier beschriebenen Ver- 
fahren, wobei die Pikrolonatkonzentration in nur 2 com von n/3000 bis 
n 1500 Lésungen bestimmt wurde, war der Titrationsfehler selten 
iiber 0,5°,.. 

Die Methylenblaulésung wurde nach den zwei folgenden Methoden 
eingestellt : 

a) Pikrinsaure wurde durch Umkristallisieren gereinigt und von der 
reinen, getrockneten Saure eine n 50 Lésung hergestellt. Diese L6sung wurde 
durch Titration mit n/l0 NaOH und Phenolphthalem kontrolliert. Eime 
n 1000 Pikrinséurel6sung wurde durch exakte Verdiinnung hergestellt und 
zu Titerstellung der n/1000 Methylenblaulésung verwandt. Die Titration 
wurde ausgefiihrt wie fiir Pikrolonat angegeben. 

b) 50 cem einer etwa n/100 Methylenblaulésung wurde mit 0,5 g feim- 
pulverisiertem Kaliumperchlorat versetzt, energisch geschiittelt und dann 
dureh Jenaer Glasfilter filtriert. In Proben von je 10 cem Filtrat wurde 
Cl bestimmt. Von dieser Methylenblaulésung bekannter Titers wurde die 
n/1000 Lésung hergestellt. 

Um das Léslichkeitsprodukt des Calciumpikrolonats (im folgenden 
als Ca Pikr, bezeichnet) zu ermitteln, wurden Lésungen von bekanntem 
Gehalt an CaCl, (0.5 bis 5,0 Millimol pro Liter) und so viel NaCl ent- 
haltend, daB die Lonenkonzentration 0,15 oder 0,075 gleichkam, mit 
einem UberschuB8 von CaPikr, bei 37° — 0,02 geschiittelt und dann 
bei 379 durch Jenaer Glasfilter filtriert. Die Sattigung und die Filtrierung 
wurden ausgefiihrt, wie friiher bei der Beschreibung der Methode zur 
Bestimmung der Magnesiumionenkonzentration angegeben (Nordbd, 
1938, 1939). 

Das Calciumpikrolonat wurde dargestellt durch Fallung emer m/20 
Lithiumpikrolonatlésung mit dem gleichen Volumen m 40 CaCl, bei 37°. 
Die Fallung wurde wiederholt mit destilliertem Wasser von 37° gespiilt und 
zuietzt im Luftthermostaten bet 37° getrocknet. 


« 


Aus 26 Léslichkeitsbestimmungen bei 37° und u — 0.075 ergab 
sich der arithmetische Mittelwert fiir das Léslichkeitsprodukt [Ca’ ] 
[Pikr’]? — 4.15- 10-1 mit einer durchschnittlichen Abweichung der 
gefundenen Werte vom Mittel gleich 0.16-10-%. Bei 37° und 
u — 0,15 wurde als Mittel von 12 Bestimmungen [Ca] [Pikr’|? — 5,20 
-10- — 0,17 - 10° gefunden. 

Die Calciumionenkonzentration im Ultrafiltrat einer biologischen 
Fliissigkeit wird bestimmt durch Sattigung des Ultrafiltrats mit Ca Pikr, 
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bei 37° Aus der gefundenen Pikrolonsaurekonzentration ergibt sich 
die Calciumionenkonzentration in dem mit Ca Pikr, gesattigten Ultra- 
filtrat nach den Formeln 


~ ¢ { 
5,20 - 10719 


[Ca’] [Pikr’ | 


(bei yu . Blut, Liquor). 


415-1971 Milel 
[Ca] ———- (bei u 0,075. Mulch). 
| Pikr’|? 

Von den nach diesen Formeln berechneten Werten kommt der Betrag 
des gelésten Calciumpikrolonats von der Calciumionenkonzentration in 

_, [Pikr’] ey 
Abzug. Dieser Betrag ist gleich , Wenn alles Calcium in Lonen- 
form vorliegt. Wenn aber das ionisierte Calcium, wie im Ultrafiltrat 


von Mileh, nur etwa 10°,, des Gesamtcalciums des Ultrafiltrats aus- 


) 


macht (Nordbé, 1939 im Druck), werden auch von dem Calcium des 


aufgelésten Ca Pikr, nur etwa 10°,, in lonenform vorliegen. In solchen 
Fallen darf das geléste CaPikr, nur einige Prozent des Gesamt- 


calciums ausmachen. Auch darf das Pikrolonat-Ion in der Konzen- 
tration, die es in dem mit Ca Pikr, gesattigten Ultrafiltrat hat, mit 
im Ultrafiltrat vorhandenen Basen keine nicht dissoziierten Verbin- 
dungen eingehen oder Fallungen geben. 


Harnapp (1938) beschreibt eine ahnliche Methode zur Bestimmung 
der Calciumionenkonzentration in biologischen Fliissigkeiten. Sowohl die 
Ausfiihrung wie zum Teil die Ergebnisse sind jedoch von der von mir be- 
schriebenen Methode verschieden. Besonders auffallend ist, daB von Harnapp 
eine Léslichkeit des Calciumpikrolonats bei 30° im n/10 NaCl von nur 
14mg, oder rund 0,02 Millimol pro 1000 cem gefunden wurde. 
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Kine Mikromethode 
zur Zuckerbestimmung mittels a-Naphthol. 
Von 
Kazuo Yamafuji und Tadashi Yoshida. 
(Aus dem Institut fiir Biochemie am Kaiserlichen Institut fiir Zucker 
forschung in Tainan, Japan ) 


(Eingegangen am 30, Januar 1939.) 


Im Jahre 1886 berichtete H. Molisch iiber eine Farbreaktion der 
Zucker mit «-Naphthol und Schwefelsaure. Die Reaktion wurde seitdem 
von vielen studiert, trotzdem ist sie aber im groBen ganzen in der 
Originalform zum Nachweis der Zuckerarten verwendet worden. Wir 
haben in der vorliegenden Arbeit diese sehr empfindliche Farbreaktion 
zur quantitativen kolorimetrischen Bestimmung der Zucker benutzt. 
Unsere Methode beruht darauf, daB man die bei der «-Naphtholreaktion 
der Zucker auftretende Farbe mit den von uns bearbeiteten Standard- 
léisungen vergleicht. Nach der Beendigung unserer Untersuchung 
wurde eine Arbeit von Ujsaghy} veréffentlicht, die das gleiche Thema 
behandelt. Er verwandte zur Zuckerbestimmung das Pulfrichsche 
Stufenphotometer und zur Errechnung der Ergebnisse eine Eichkurve 
statt der Standardlésungen. Zur Vermeidung einer doppelten Ver- 
offentlichung der Versuchsergebnisse haben wir hier nur die Resultate 
berichtet, welche in der Arbeit von Ujsdghy nicht behandelt worden sind. 


Zur a-Naphtholreaktion. 

Es wurde zunachst die Farbreaktion verschiedener Substanzen, 
welche oft in den Reagenzien oder in den auf Zucker zu priifenden 
Lésungen enthalten sind, mit %-Naphthol untersucht. Bei Anwesenheit 
von Substanzen, die mit «-Naphthol eine Farbreaktion geben und die 


auf die x-Naphtholreaktion der Zuckerarten stérend wirken, ist selbst- 


verstandlich die genaue Zuckerbestimmung unmdglich. 


1. Schawe felsdure. 


Bei der «-Naphtholreaktion muB bekanntlich reine, von Salpeterséure 
ganz freie Schwefelsaure hinzugefiigt werden. Nach unseren Versuchen 
farbt sich die Lésung ohne Zucker braun, wenn man die «-Naphthollésung 
mit 1mg% Salpetersiure enthaltender Schwefelséure versetzt. Ist die 
Konzentration der Salpetersaure in Schwefelséure 107! bis 1077 mg®,, so 


! Diese Zeitschr. 298, 141, 1938. 
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bildet sich auf der zuckerfreien L6sung eine griine Zone. Bei emer geringere: 
Salpetersaurekonzentration tritt keme Farbung mehr auf, 


Schwefelsaure, welche 0,1 mg®% NaNO, enthalt, gibt mit «-Naphtho 
eine dunkelbraune Losung. Wenn die NaN O,-Menge in Schwefelséure 10 
bis 10'S mg, ist, so farbt das «-Naphthol die Beriihrungszone zwischer 
der Saure und der iibrigen Fliissigkeit griin. Wird der Zuckerlésung «-Naph 
thol und 10 *mg°, NaNO, enthaltende Schwefelsaiure zugesetzt, so bildet 
sich sogleich eine griimlichrote Zone oder beim vorsichtigen Mischen rot: 
Farbung. 

Schwetelsaure, die kleine Mengen Ferrisulfat, Alaun, Selen oder Selen- 
siiure enthalt, gibt mit der «-Naphthollésung eine griine Zone. Diese Metal! 
verbindungen wirken auf die #-Naphtholreaktion der Zuckerarten st6rend. 

Sehr kleine Mengen von verschiedenen Mono- sowie Disacchariden, 
Starke, Gummi arabicum, Pepton, Cellophan, Baumwolle und Filtrierpapie1 
wurden in konzentrierte Schwefelsaure eingetragen und nach 7 Tagen bei 
Zimmertemperatur «-Naphthollésung hinzugeftiigt. Dabei wurde gefunden, 
da diese in der Séure aufbewahrten Stoffe noch eine charakteristische 
Farbreaktion geben. Schwefelsiure, welche die obenerwahnten Substanzen 
enthalt, muB vor der Verwendung zur «-Naphtholreaktion einige Minuten 
zum Sieden erhitzt werden. 

Die anderen, oft in kauflicher Schwefelsaure befindlichen Stoffe, wie 
z. B. Arsen, Kalk, Kupfer, Ammonsalze oder Halogensaéuren, iiben aut 
die Farbreaktion der Zuckerarten mit %-Naphthol keine stérende Wirkung 
aus, 


?. Alkohol. 


Bei der Bereitung der «-Naphthollésung kann tiber 1,5°, Aceton ent- 
haltender Alkohol nicht verwendet werden. Die acetonhaltige Naphthol- 
losung gibt keine fiir die Zucker charakteristische Farbung. 


3. Die auf Zucker zu priifende Lésung. 

Losungen, welche Nitrate, Nitrite oder Ferrisalze enthalten, sind, wie 
oben erwahnt, fiir die Zuckerbestimmung mit «-Naphthol ungeeignet. 

Erhitzt man Arabinose, Xylose, Glucose, Fructose, Mannose, Galaktose, 
Maltose oder Lactose 10 Minuten mit 10% iger Calctumhydroxydlésung im 
siedenden Wasserbad, so verlieren diese Substanzen die Fahigkeit, mit 
a-Naphthol eine Farbreaktion zu geben. Bemerkenswert ist, daB nur Robr- 
zucker und Starke selbst nach 30 Minuten langem Erhitzen auf 100° mit 
Kalkmilch noch die «%-Naphtholreaktion liefern. 

Essigsaure, Oxalsiure, Citronensaure, Apfelsaure, Asparagin, Casein, 
Ferrosulfat, Natriumchlorid, Magnesiumsultat, Natriumphosphat und Blei- 
acetat tiben auf die Farbreaktion der Zucker mit x-Naphthol keine Wirkung 
aus, 


Bestimmungsverfahren. 
Um die Zucker mit %-Naphthol reagieren zu lassen, bestehen folgende 
Moglichkeiten : 
1. Die Zuckerlésung wird mit x-Naphthollésung versetzt, darauf 
Schwefelsaéure vorsichtig hinzugegossen. 
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2. Die Mischung der Zuckerlésung und Naphthollésung wird 


langsam zur Schwefelsiure hinzugefiigt. 


3. Zuckerlésung, Naphthollésung und Schwefelsiure werden durch 


Schiitteln gemischt. 


Diese drei Verfahren geben etwas verschiedene Farbungen. Durch 
eine Reihe von Versuchen haben wir festgestellt, daB das dritte Ver- 
fahren fiir die Zuckerbestimmung das geeignetste ist. Die von uns 
ausgearbeitete Bestimmungsmethode mit Hilfe der %-Naphtholreaktion 
ist die folgende: 


Zu 2 cem zuckerhaltiger Lésung gibt man in einem Probeglas 
von 20 mm Durchmesser 0,5 ccm einer 20° ,igen alkoholischen «-Naph- 
thollésung, schiittelt das Proberéhrchen durch, gieBt dann 5 ccm kon- 
zentrierter Schwefelsaure langsam in das Réhrehen und mischt die 
Fliissigkeit durch vorsichtiges Schiitteln. Nun wartet man 3 Minuten, 
kihlt dann das Proberéhrchen in kaltem Wasser schnell ab und ver- 
gleicht die Farbe der zu priifenden Lésung mit der eines Gliedes der 
Standardreihe. Die Standardlésungen kénnen auf die in den Tabellen I 
und IT angegebene Weise hergestellt werden. 


Tabelle I. 





Zucker in der 


zu prifenden mg in 10 cem Wasser 





Lésung 
mg®/ Rhodamin Erythrosin roluidinblau lartrazin 
15 4,3 0 0,15 0 
10 3,0 0 0,10 if) 
8 1,0 1,5 0,10 0 
6 0) 2.4 0,24 0 
5) 0 2,0 0,22 0,020 
} 0 j Be 0,13 0,012 
3 i) 0,7 0,12 0,050 
2 0 O3 0,08 0,050 
Tabelle Il. 
Zucker in der gin 10 cem Wasser Zucker in der g in 10ccem Wasser 
zu priifenden : zu priifenden 
Losung Co(N O,)> Cuso, Lisung Co (N Os)> CuSO, 
mg?) -6H.O -5 H,O mg/g -6H,O 5 H,O 
2,0 0,35 0,35 0.5 0,05 0 
15 0,25 0.25 0,4 0,04 0 
1,0 0,15 0,15 0,3 0,03 0 
0.8 0,10 0,05 0,2 0,02 0 


0.6 0,06 0,04 0.1 0.01 0 
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Die zu untersuchende Lésung mu nétigenfalls vor der Zucker 
bestimmung mit basischem Bleiacetat gereinigt werden. Die Farb 
vergleichung wird mit Hilfe eines einfachen Komparators durchgefiihrt 
Bei der Bestimmung geringerer Zuckermengen als 1 mg®,, wird dik 


wiasserige 0,05°,ige Ferrichloridlésung, welche mit der Mischung 


2cem Wasser + 0,5cem «-Naphthollésung -+- 5cem Schwefelsdiure 


farbgleich ist, hinter die Standardlésung gesetzt. Die organische: 
Farbstoffldsungen miissen sofort nach dem Umschiitteln kolorimetriert 
werden. Ks ist notwendig, diese Farbstofflésungen etwa alle 4 Wochen 
neu herzustellen. Die anorganischen Standardlésungen sind noch 
langer haltbar. 
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Uber den Einflu8 der Substituenten 
auf das chemische, physiko-chemische und biologische 
Verhalten chemischer Verbindungen. 
Eine Theorie iiber den Zusammenhang von chemischer 
Konstitution und biologischer Wirkung. 
Von 
B. Breyer. 
(Aus dem pharmakologischen Institut der kgl. Universitat zu Padua.) 
(Eingegangen am 14. Februar 1959.) 


Mit 5 Abbildungen im Text 


Theoretischer Teil’. 
1¢ 


Es ist schon lange das Bestreben der Biologie und insbesondere 
der Pharmakologie, Gesetzmapigkeiten viber das Verhalten des lebenden 
Organismus gegeniiber chemischen Verbindungen bestimmten Baues zu 
finden, ja man kann sagen, da wenige Teilgebiete der pharmakologischen 
Wissenschaft so vielfaltige Bearbeitung erfahren haben, wie das Problem 
des Zusammenhangs von chemischer Konstitution und_ biologischer 
Wirkung. Trotzdem glaube ich, dai} das in Frage stehende Gebiet 
noch weiterer Bearbeitung bedarf. So fehlt es beispielsweise an Theorien, 
die sich mit dem inneren Zusammenhang von eingefiihrten Substituenten 
mit dem biologischen Verhalten der entstandenen Verbindung_ be- 
schaftigen. Ehrlich unterschied eutherapeutische und dystherapeutische 
Gruppen, ohne daB irgendwie bekannt ware, worauf dies verschiedene 
Verhalten der einzelnen Substituenten zuriickzufiihren ist. 


Es scheint mir, daB zur Erforschung unseres Problems drei Reihen 
von Faktoren zu beriicksichtigen sind : chemische Konstitution — chemische 
und physiko-chemische Eigenschaften biologische Wirkung. Dabei 
kommt es wie auch von anderer Seite betont wurde — nicht darauf 
an, bestimmen zu wollen, ob die Wirkungsweise gewisser Verbindungen 
mehr ihren chemischen oder aber ihren physiko-chemischen Eigen- 
schaften zuzuschreiben sei. Denn es ist klar, daB diese Eigenschaften 

! Die Gliederung des Stoffes in einen theoretischen und einen experi- 
mentellen Teil wurde nicht mit der iiblichen Strenge durchgefiihrt. Um 
ein organisches Ganzes zu wahren und Zusammengehoriges nicht willkiirlich 
auseinanderreiBen zu miissen, befindet sich manche SchluBfolgerung aus 
der neuen Theorie im experimentellen Teil. 
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ein organisches Ganzes bilden und daB jede Anderung der chemischey 
Konstitution notwendigerweise eine Anderung sowohl des chemischer, 
wie des physiko-chemischen Charakters einer Substanz nach sich zieht 
Unsere Aufgabe wird es deswegen sein miissen festzustellen, welch: 
Unterschiede im chemischen und physiko-chemischen Verhalten dic 
geinderte chemische Konstitution begleiten, um dann zu untersuchen, 
wie dies unterschiedliche Verhalten der Verbindung ihre biologische 
Wirkungsweise beeinfluBt. 

Grobe Schwierigkeiten, die sich der Lésung des Problems entgegen 
stellen, sind durch die mannigfaltige und tiefgreifende Veranderuny 
bedingt, der eine in den Organismus eingefiihrte Substanz unterliegt 
Deswegen ist es zweckmabig, vorerst zur Klarung der Grundtatsachen 
nach Moéglichkeit einfaches, d.h. niedrig organisiertes biologisches 
Material und einfache biologische Wirkungen heranzuziehen. Aus 
diesem Grunde wurden wie spater dargelegt werden soll bei 
Untersuchung der Phenyl-Quecksilberverbindungen die Toxizitat als 
biologischer Faktor und, der .Wachtschen! Methode folgend, Lupinen- 
keimlinge als Testmaterial gewahlt. 

Die Untersuchungen erstreckten sich ausschlieBlich auf organische 
Verbindungen. Insbesondere wollte ich in systematischer Weise den 
EinfluB der in den Benzolkern eingefiihrten Substituenten auf die 
chemischen, physiko-chemischen’und biologischen Eigenschaften der 
Verbindungen klaren. 

Als Ausgangspunkt meiner theoretischen Cberlegungen diente die 
Wizingersche? Auxochromtheorie, die sich mit der Wirkung der in den 
Benzolkern eingefiihrten Substituenten auf die Farbe beschaftigt. 


Il. 


Im Jahre 1925 ver6éffentlichte Di/they® seinen neuen Chromophor- 
begriff. Er wies nach, daB im Gegensatz zur klassischen Theorie von 
Witt nicht Atomgruppen, sondern koordinativ ungesattigte Hinze/- 
atome als Chromophoren zu betrachten sind. Weiterhin konnte Di/the 
zeigen, da der Ubergang eines chromophorhaltigen organischen Mole- 
kiils in den ionoiden, d.h. heteropolaren Zustand von sprunghafter 
Intensivierung der Farbe begleitet ist. Im Anschlu8 an diese Neu- 
fassung des Chromophorbegriffs schuf Wizinger seine Auxochrom- 
theorie. An Hand zahlreicher Beispiele wies Wizinger nach, daB die 
Funktion der Auxochrome darin besteht, den heteropolaren Zustand 
eines Molekiils hervorzurufen oder bei vorhandener Polaritét zu 

' Literaturzitat s. im praktischen Teil. — *? Vgl. Wizinger, Organische 
Farbstoffe, Bonn 1933. 3 Dilthey, J.f. prakt. Chem. (2) 109, 273, 1925. 
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steigern!. Dies ist der Grund, da sie, in chromophorhaltige Molekiile 
eingefiihrt, farbvertiefend (bathochrom) und _ farbintensitatssteigernd 
(auxochrom) wirken. 

Wizinger unterscheidet drei Typen auxochromer Gruppen: 

1. Positivierende Auxochrome sind — nach ihrer steigenden Wirk- 
samkeit geordnet — z.B. —CH,, —OCH,, —OH, —NH,, —NHCH,, 

-~N(CH3),, —NHC,H,; usw. Sie férdern die Polaritaét, wenn sie in Ver- 
bindungen mit elektropositivem Zentralatom eingefiihrt werden, sie sind mit 
anderen Worten positivierend ionogen, d. h. sie steigern die elektrolytische 
Dissoziation in Verbindungen mit elektropositivem Zentralatom, waihrend 
sie in negative Ionen eingefiihrt die Polaritaét herabsetzen, die Dissoziation 
hemmen. So bildet das Triphenylearbinol nur mit sehr starken Saéuren 
(z. B. HC1O,) ionisierte Verbindungen, die aber noch auBerst feuchtigkeits- 
empfindlich (hydrolisierbar) sind, wahrend das stark positivierte Hexa- 
methoxytriphenylearbinol schon mit verdiinnter Essigséure ein durchaus 
wasserbestindiges, salzartiges, blauviolettes Acetat gibt*. 

Wichtig ist noch der Einflu8 der positivierenden Auxochrome auf das 
chemische Verhalten der Verbindungen. Es gehért zu den Grundregeln der 
organischen Chemie, da Verbindungen, die positivierende Gruppen ent- 
halten, sich leicht mit negativen Resten und Elementen, also auch mit 
Sauerstoff verbinden. Die Folge davon ist, daB positivierte Verbindungen 
leicht der Oxydation unterliegen, und zwar um so leichter, je starker posi- 
tiviert sie sind. 

Hervorzuheben ist schlieBlich, da die Alkylierung der N H,-Gruppe 
deren Wirkung verstarkt, waihrend die Acylierung, Einfiihrung zweiwertiger 
Reste (z. B. C,H;CH=), Salzbildung und Alkylierung bis zur quartiéren 
Verbindung, die Wirksamkeit vollstindig oder fast vollstandig vernichtet. 
Im Gegensatz dazu schwicht die Alkylierung der H O-Gruppe deren Wirkung ; 
die Acylierung wirkt wie bei der N H,-Gruppe stark schwachend bzw. ver- 
nichtend auf den auxochromen Effekt. 

2. Negativierende Auxochrome sind z. B. —NO, —NO,, >CO,(—CHO 

-COCH,, —COOC,H; usw.), >SO,, -C=N, —N=N— usw. Sie sind 
in ihrer Wirkungsweise den positivierenden Auxochromen gerade entgegen- 
gesetzt: sie steigern die Polaritét (Dissoziation) in Verbindungen mit 
elektronegativem und vermindern sie in solchen mit elektropositivem Zentral- 
atom. Ein gutes Beispiel hierfiir liefern die Phenole: wahrend das gewéhn- 
liche Phenol eine auBerst schwache Siaure darstellt (Dissoziationskonstante 
1,3. 10-19), so daB sein Natriumsalz schon durch Kohlensaure zersetzt wird, 
ist das Trinitroderivat, die Pikrinsaure, fast so stark wie die tiblichen Mineral- 
sauren! 

Im Gegensatz zu den positivierenden Gruppen setzen die negativieren- 
den Auxochrome die Oxydierbarkeit der Verbindungen herab und fordern 
die Reduzierbarkeit. 


1 Die Wizingersche Auxochromtheorie ist eine besondere Ausdrucks- 
form fiir die Verainderung im Elektronengleichgewicht einer Verbindung. 
Ich habe diese Theorie als Grundlage gewahlt, weil sie die durch Einfiihrung 
von Substituenten hervorgerufenen Anderungen im Molekiil am einfachsten 
und klarsten zum Ausdruck bringt. — * H. Kauffmann u. Kieser, Ber. 
45, 2333, 1912: Wizinger, l.c. S. 28. 
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3. Amphotere Auxochrome sind die Aryle und die Vinylengruppe. Si: 
fordern den heteropolaren Zustand sowohl in Verbindungen mit elekt) 
positivem, wie in solchen mit elektronegativem Zentralatom. So ist beispiels 
weise das Merkurioxyd eine éuBerst schwache Base (Dissoziationsgrad 
ungefihr 10-°), ja man kann annehmen, daB es amphoteren Charakte: 
besitzt, da sich seine Léslichkeit durch Zusatz von Barytwasser erhéht! 
Fiihrt man aber die amphotere Phenylgruppe ein, so entsteht eine stark: 
Base, das Phenylquecksilberhydroxyd. Die basischen Eigenschaften diese: 
Verbindung sind so ausgepragt, daB seine Lésung der Luft ausgesetzt 
Kohlensaiure absorbiert*. Wird aber die Phenylgruppe in ein elektro 
negatives Ion, in eine Saure eingefiihrt, so verstarkt sie auch hier den he 
teropolaren Charakter: Essigséure hat eine Dissoziationskonstante von 
ko50 = 1,86-10°°, die Phenylessigsiure aber von kg,0 = 5,3+ 10-5*. 

Die Wizingersche Auxochromtheorie gestattet es also, aus der 
chemischen Konstitution zwei Tatsachenreihen ungefahr vorauszusehen : 

1. den Polaritétsgrad einer Verbindung und 
2. ihr Verhalten gegeniiber Oxydations- bzw. Reduktions- 
mitteln, d.h. ihr Redoxpotential. 

Aus der Uberlegung, daB das biologische Verhalten chemischer 
Verbindungen wesentlich von ihrer Polaritat und ihrem Redoxpotential 
abhangt, bin ich zu der Ansicht gekommen, dafB die sinngemafe An- 
wendung der Auxochromtheorie auf biologische Probleme viel zur 
Klarung des Zusammenhangs von chemischer Konstitution und biologi- 
scher Wirkung beitragen kann, denn die Polaritaét einer Verbindung hat 
wesentlichen EinfluB auf ihren Teilungskoeffizienten zwischen Wasser 
und Fetten bzw. Lipoiden, waihrend ihr Redoxpotential ausschlag- 
gebend fiir ihr chemisches — und somit wieder fiir ihr biologisches — 
Verhalten ist. In den nachsten Kapiteln will ich diese meine Auffassung 
naher beleuchten. 

IIT. 

- Unter den verschiedenen Bedingungen, die das biologische Ver- 
halten einer Verbindung entscheidend beeinflussen, verdienen besonders 
hervorgehoben zu werden: 

1. Der Teilungskoeffizient. Er hangt wesentlich ab: 

a) vom Polaritdtsgrad einer Verbindung. Stark heteropolare Ver- 
bindungen (wie z. B. Salze) lésen sich im allgemeinen gut in Lésungs- 
mitteln mit hoher Dielektrizitatskonstante, also z. B. in Wasser, wahrend 
sie in Lésungsmitteln mit niedriger Dielektrizitaétskonstante, z. B. in 
Olen, Fetten, Lipoiden, nur wenig léslich oder praktisch unléslich sind. 
Umgekehrt lésen sich apolare Verbindungen gut in Fetten und Lipoiden, 
sind aber so gut wie unléslich in Wasser. 


' S. Abegg, Anorganische Chemie II, 2, 8. 630, Leipzig 1905. -— ? Otto, 
J. f. prakt. Chem. (2) 1, 183, 1870. ——- * S. Landolt-Bérnstein, Physik. 
chem. Tabellen 2, 1128, 1146, Berlin 1923. 
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b) Vom chemischen Aufbau einer Verbindung im allgemeinen, 
insofern namlich, als sich Verbindungen einer bestimmten Art in ihnen 
chemisch ahnlichen Lésungsmitteln gut lé6sen: ,,Similia  similibus 
solvuntur’’. So lésen sich beispielsweise Kohlenwasserstoffe und ihre 
Halogenderivate gut in anderen Kohlenwasserstoffen, wahrend sie in 
Wasser unléslich sind, so werden sauerstoffhaltige Substanzen um so 
wasserléslicher, je mehr Sauerstoff sie enthalten, insbesondere dann, 
wenn der Sauerstoff in Form von Hydroxylgruppen vorliegt, wie man 
aus folgender Tabelle entnehmen kann!: 





Lésungsmittel Wasser Alkohol Ather 
GMMR Pi aes ose ck wee unléslich leicht léslich | sehr leicht léslich 
Hexylalkohol, C,;H,,0H.. wenig léslich i _ weniger leicht 
léslich 
Hexylenglykol,C, H,,(OH), leicht léslich | weniger léslich noch weniger 
léslich 
Hexylglycerin, C,H,,(0H), ,, ee schwer léslich sehr wenig léslich 
Quercit, C;,H,(OH), ..... 1:8 sehr wenig léslich fast unléslich 
Mannit, C,H,(OH), ..... 1:6 - - ” unléslich 


2. Die chemische Verdnderung, die eine in den Organismus ein- 
vefiihrte Verbindung erleidet, z. B.: 

a) durch Reaktion mit Zell- und Blutbestandteilen. Hierher gehért 
vor allem das groBbe Gebiet der sogenannten ,,Maskierung‘’ von be- 
sonders reaktionsfahigen Bestandteilen eines Molekiils. So kann z. B. 
eine Verbindung in Lésung freie Metallionen abgeben bzw. das Metall 
kann ,,maskiert’’ in Form einer Komplexverbindung vorliegen. 

b) Durch Valenzdnderung. In diesem Zusammenhang méchte ich 
z. B. an die bekannten Unterschiede im biologischen Verhalten drei- 
und fiinfwertiger Arsenverbindungen erinnern. Wie schon Ehrlich, 
Noguchi u. a. festgestellt hatten, sind die dreiwertigen Arsenverbindungen 
biologisch bedeutend wirksamer (also auch giftiger) als die fiinfwertigen. 
Demzufolge mu erwartet werden, daB eine fiinfwertige Arsenverbindung 
um so giftiger sein wird, je leichter reduzierbar sie ist. 

c) Durch Abbau, wobei die Oxydationsreaktionen bei weitem 
iiberwiegen. 

3. Das Eindringungsverméaen der Verbindung in die Zelle, bei dem 
sicherlich ihre Stabilitat, ihre Oberflachenaktivitaét und die damit bis 
zu einem gewissen Grade zusammenhingende Lipoidléslichkeit eine 
groBe Rolle spielen diirften. 

( 


1 Nach Kiister-Thiel, Lehrb. d. allgem. physikal. u. theoret. Chem. 1, 
380, 1913. 
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Auer den hier angefiihrten Bedingungen gibt es gewif noch ein 
Reihe anderer, die fiir das Zustandekommen einer bestimmten biologi 
schen Wirkung und insbesondere fiir das chemotherapeutische Ver 
halten einer Verbindung von wesentlicher Bedeutung sind, wie z. B. 
das Interferenzprinzip, das Prinzip der Resistenz u.a.m. Der Grund 
fiir die Beschrankung auf die oben angefiihrten Zusammenhange liegt 
darin, daB ich diejenigen Bedingungen besonders hervorheben wollte, 
die nach der neuen Theorie weitgehend vorhergesehen werden kénnen 

IV. 

Die Bedeutung des Teilungskoeffizienten fiir das biologische, ins 
besondere fiir das chemotherapeutische Verhalten einer Verbindung, ist 
allgemein anerkannt und _ sichergestellt. Von den mannigfaltigen 
Beispielen will ich nur ein sehr charakteristisches anfiihren: 

Wasserlésliche organische Quecksilberverbindungen, wie z. B. das 
Salyrgan, entfalten ihre Wirkung hauptsachlich im wasserigen Medium 
des Organismus. Sie férdern yor allen Dingen die Diurese, sei es, dai 
sie auf das Wasser-Salz-Gleichgewicht zwischen Gewebe und Blut, sei 
es, daB sie direkt auf das Nierenepithel wirken. Eine antiluetische 
Wirksamkeit ist zwar zweifellos vorhanden, doch im Vergleich zum 
diuretischen Effekt gering. Im Gegensatz dazu sind die stark lipoid- 
und praktisch wasserunléslichen organischen Quecksilberverbindungen, 
wie z. B. das Diphenylquecksilber, bei ausgesprochener antiluetischer 
Wirksamkeit ohne EinfluB auf die Diurese. Diphenylquecksilber 
reichert sich bei wiederholter Injektion im lipoidreichen Zentralnerven- 
system an und man kann auf diesem Wege dem Organismus bedeutend 
gréBere Quecksilbermengen zufiihren als es mit den einfachen an- 
organischen, ,,unmaskierten‘*‘ Verbindungen mdéglich ist. Die Versuchs 


tiere gehen jedoch an einer spaiten Hg-Vergiftung zugrunde: das im 


Zentralnervensystem angesammelte Depot wird plétzlich abgebaut, 
das Diphenylquecksilber durch Spaltung in wasserlésliche Hg-Ver- 
bindungen verwandelt und in groBen Mengen durch die Nieren aus- 
geschwemmt. Es kommt zu einer mit groBer Heftigkeit einsetzenden 
akuten Hg-Vergiftung. 

Dieses Beispiel zeigt deutlich, wie giinstig es ist, wenn sich eine 
chemotherapeutisch angewandte Quecksilberverbindung gleichzeitig in 
Lipoiden wnd in Wasser lést. Die Lipoidléslichkeit férdert die anti- 
luetische Wirksamkeit, die Wasserléslichkeit verhindert eine tiber- 
maBige Ansammlung im Organismus mit ihren gefaihrlichen Folgen. 

Nun ist es aber durch Anwendung der neuen Theorie méglich, den 
Teilungskoeffizienten nicht nur ungefahr vorauszusehen, sondern ihn 
auch innerhalb gewisser Grenzen durch Einfiihrung bestimmter Gruppen 
in das Molekiil willkiirlich zu andern. Handelt es sich beispielsweise um 
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heteropolare Verbindungen mit elektropositivem Zentralatom, so miibte 
die Einftthrung positivierender Gruppen in das Molekiil die Polaritat 
steigern und die Folge davon miiBte erhGéhte Wasserléslichkeit sein, 
wahrend die Einfiihrung negativierender Gruppen das Lésungsverhaltnis 
zugunsten der Lipoidléslichkeit verschieben miBte. Dies ist nun in der 
Tat der Fall, wie ich am Beispiel der Phenylquecksilberacetate (s. im 
experimentellen Teil) zeigen konnte. Bei Verbindungen mit elektro- 
negativem Zentralatom liegen die Verhaltnisse naturgemaB umgekehrt : 
Kinfithnung positivierender Gruppen erhéht die Lipoid- und vermindert 
die Wasserléslichkeit, wahrend negativierende Gruppen im entgegen- 
gesetzten Sinne wirken. Zusammenfassend kann also gesagt werden: 
die neue Theorie gestattet es, den Teilungskoeffizienten ungefahr voraus- 
zusehen und ihn willkiirlich stufenweise zu andern, bis man zu der- 
jenigen Verbindung gelangt, die das gewiinschte Léslichkeitsverhaltnis 
in Wasser einerseits und Lipoiden bzw. Fetten andererseits aufweist. 
V. 

Die Wirkungsweise einer in den Organismus eingefiihrten Ver- 
bindung hangt natiirlich ganz wesentlich von ihrer Reaktionsfahigkeit 
mit Zell- und Blutbestandteilen ab. Ganz besonders deutlich kommen 
diese Verhaltnisse bei den verschiedenen Schwermetallverbindungen 
zum Ausdruck, wie folgendes einer Arbeit von .Weneghetti! ent- 
nommenes — Beispiel zeigt: 

Lésungen von einfachen Schwermetallsalzen, die also das Metall 
in Form freier Ionen enthalten, fallen bekanntlich EiweiB. Die Folge 
davon ist, daB sie bei Injektion am Orte der Einspritzung durch 
EiweiBfallung gebunden werden. Es ist daher z. B. nicht méglich, eine 
erfolgreiche Eisentherapie durch Injektion einfacher Eisensalze, etwa 
des Ferrichlorids, zu betreiben. Um zum Ziele zu gelangen, miissen 
Verbindungen angewandt werden, die das Eisen in komplex gebundener, 
..maskierter Form enthalten, da nur solche schwermetallionen- 
freie Verbindungen die .,EiweiBbarriere’’ am Injektionsort passieren. 
Es ist aber andererseits wesentlich, da die Komplexbindung vom 
Organismus lésbar ist, denn Komplexverbindungen, die das Metall zu 
fest gebunden enthalten, sind ebenfalls wirkungslos. So ist z. B. das 
Eisen im Ferrocyankalium therapeutisch unwirksam, da diese Ver- 
bindung den Organismus ganzlich unverandert passiert. Gut wirksam 
sind aber die Kisenkomplexe mit Weinsiure oder Citronensiure: hier 
ist das Eisen geniigend ,,maskiert*‘, um iiber den Injektionsort hinaus 


' Meneghetti, ,.a moderna chemoterapia dell’antimonio e i problemi 
biologici della specificita e della resistenza“. Boll. della Soc. It. Biol. sper. 
9, Heft 10, 1934. 
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zu gelangen, und wird spater allmahlich in Freiheit gesetzt in dem 
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Mabe, wie der organische Komplexbildner verbrennt. 

Die neue Theorie gestattet nun auch den Grad der ,,Maskierung’ 
und so das biologische Verhalten mancher Komplexverbindungen 
vorauszusehen, wie am Beispiel der Brenzcatechinkomplexe erlautert 
werden mdége: 

Das Brenzeatechin bildet innere Komplexverbindungen mit 
fiinfgliedrigem Ring, wie z. B. ein von Weinland und seinen Schiilern! 
untersuchtes Brenzeatechinferriat : 


O O 1 


O O 
Die Bestandigkeit dieser Komplexe ist zwar schon recht bemerkenswert, 
laBt sich aber noch durch Einfiihrung negativierender Gruppen in den 
Benzolkern steigern. Die von H. Schmidt? dargestellten Komplexe der 
Brenzcatechindisulfosaure, wie z. B. das Fuadin: 


O oO 
0,S— —S0; 
Sb 5 Na 
oO ae 
SO: so 
Fuadin 


zeigen groBere Bestandigkeit und somit bessere Maskierung und ge- 
ringere Giftigkeit als die entsprechenden Verbindungen ohne Sulfo- 
gruppen. Die gréBere Bestindigkeit dieser Komplexverbindungen labt 
sich nun durch die neue Theorie voraussehem: durch die Einfiihrung der 
negativierenden Sulfogruppen in das Molekiil des Brenzcatechins wird 
die Oxydierbarkeit dieser Verbindung erheblich vermindert. Dadurch 
steigt aber auch die Bestandigkeit der Komplexbindung, denn die ein- 
gefiihrten Sulfogruppen verhindern, daB sich im Organismus durch 
Oxydation das dem Brenzcatechin entsprechende o-Chinon bildet, das 
keiner inneren Komplexsalzbildung fahig ist. Hinzu kommt noch, da} 
durch die Sulfogruppen der heteropolare Charakter der Verbindung 
gesteigert, d. h. die Lipoidléslichkeit herabgesetzt. die Wasserléslichkeit 
erhéht und somit die Ausscheidung erleichtert wird. Die Folge ist eine 
erhebliche Verringerung der Giftigkeit. In der Tat ist im Gegensatz 
zum Brenzcatechin die Brenzcatechindisulfosiure praktisch ungiftig. 


| Weinland u. Binder, Ber. 45, 148, 1113, 1912; 46, 874, 1913; Weinland 
u. Denzel, Ber. 47, 737, 1914. — ? H. Schmidt in ,,Medizin und Chemie”, 
Monographien aus den Laboratorien ,,Bayer™, Bd. IT. 
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so erfillt die Brenzcatechindisulfosiure ihre Aufgabe als Komplex- 
bildner in idealer Weise: sie ist wenig giftig, die Komplexe sind zwar 
stabil, es ist jedoch dem Organismus méglich, das Metall daraus in 
Freiheit zu setzen, denn die Maskierung hat einen sehr giinstigen mitt- 
leren Grad. Dies kann man gut am Beispiel des brenzcatechindisulfo- 
sauren Wismutkomplexes nachweisen: wahrend es nicht gelingt, durch 
Zugabe von Alkali zu seiner Lésung das Wismut als Hydroxyd aus- 
zufallen, gelingt es wohl, durch Schwefelwasserstoff das Wismut als 
Sulfid abzuscheiden!, 
¥i 

Auf die Wichtigkeit der Valenzinderung fiir das biologische Ver- 
halten einer Verbindung wurde oben bereits hingewiesen. Es wurde 
daran erinnert, da} die dreiwertigen Arsenverbindungen hoéhere Giftig- 
keit (und auch starkere parasitent6tende Eigenschaften) besitzen als die 
fiinfwertigen. Nun ist es aber méglich, auf Grund der neuen Theorie 
das ungefahre Redoxpotential der verschiedenen Derivate eines be- 
stimmten Verbindungstypus vorauszusehen und durch Einfiihrung 
geeigneter Gruppen zu modifizieren: durch positivierende Substituenten 
wird die Oxydierbarkeit geférdert, durch negativierende vermindert. 
Damit mu sich aber auch die Giftigkeit und Wirksamkeit der be- 
treffenden Verbindung in gesetzmabiger, vorher bestimmbarer Weise 
findern. Zur Priifung auf Richtigkeit dieser meiner Ansicht habe ich 
fiinfwertige Arsenverbindungen, die Phenylarsonséiuren, untersucht, 
wortiber im experimentellen Teil ausfiihrlicher berichtet werden soll. 

Oxydations- und Reduktionsreaktionen kénnen aber auch den 
Molekiilaufbau in einschneidender Weise andern, wie das insbesondere 
beim oxydativen Abbau der in den Organismus eingefiihrten Substanzen 
der Fall ist. Auch hier kann uns die neue Theorie wichtige Aufschliisse 
geben und uns ermdéglichen, das biologische Verhalten verschiedener 
Derivate einer Verbindung ungefaihr vorauszusehen, wie am folgenden 
Beispiel erlautert werden mdége: 

Morphin wird im Organismus auf oxydativem Wege abgebaut. 
Die dabei entstehenden Zwischenprodukte sind weniger giftig als Morphin 
selbst. Demzufolge miiBte die Einfiihrung negativierender Gruppen 
die ja die Oxydierbarkeit herabsetzen die Giftigkeit des Morphins 
steigern. Dies trifft nun auch wirklich zu: wird durch Acetylierung die 
besonders oxydationsempfindliche sekundire Hydroxylgruppe des 
Morphins geschiitzt und durch weitere Negativierung (Acetyvlierung der 
phenolischen Hydroxylgruppe) das ganze Molekiil gegen Oxydation 
widerstandsfahiger gemacht, so ist das entstandene Produkt, Diacety/- 
morphin (Heroin), etwa sechsmal giftiger als Morphin selbst. 


1 Schmidt, |. c. 


5* 
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Diese Beispiele lieBen sich um das Vielfache vermehren. Dak} « 
natiirlich auch eine groBe Zahl von Ausnahmen gibt, kann nicht wunde: 
nehmen, wenn man an die Mannigfaltigkeit der Veranderungen denk: 
die eine in den Organismus eingefiihrte Verbindung erleidet. 


VIL. 

Kann uns die neue Theorie auch AufschluB tiber das EKindringungs 
vermégen einer Verbindung in die lebende Zelle geben? In vielen 
Fallen zweifellos ja. So hangt z. B. das Eindringungsvermégen einer 
bestimmten Verbindung sicher auch mit ihrer Lipoidléslichkeit zu- 
sammen, die wie oben ausgefiihrt wurde durch Anwendung der 
neuen Theorie vorausgesehen und modifiziert werden kann. Dann abet 
kann das Eindringungsvermégen auch von der Valenz abhangen, wie 
aus folgendem der oben zitierten Arbeit von J/eneghetti entnomme- 
nem Beispiel hervorgeht : 

Fiinfwertige organische Antimonverbindungen sind bestandiger als 
dreiwertige. Die Folge davon ist, daB die fiinfwertigen organischen 
Antimonverbindungen das Metall in maskierterer Form enthalten als die 
dreiwertigen. Damit hangt aber auch das bessere Zelleindringungsver- 
mogen der fiinfwertigen Antimonverbindungen zusammen. Chemothera- 
peutisch wirksam, insbesondere gegeniiber den Trypanosomenerkran- 
kungen, ist aber das Sb'" und nicht das Sb‘. Demnach ist es von gréBter 
Wichtigkeit, daB die in den Organismus eingefiihrte fiinfwertige Antimon- 
verbindung zur dreiwertigen reduziert wird. Wo das nicht der Fall ist, 
wird trotz gréBerem Eindringungsvermégen der betreffenden Ver- 
bindung der chemotherapeutische Effekt gegeniiber Trypanosomen aus- 
bleiben. Dies trifft auch wirklich zu, wie Weneghetti an folgendem 
Beispiel zeigen konnte: durch geeignete Oxydation von Brechweinstein 
erhielt Meneghetti die entsprechende fiinfwertige Verbindung: 

CHOH—COO O 

Sb ; 

CHOH—COO OK 
in der das Antimon wie erwartet in erheblich maskierterer Form ent- 
halten ist als im Ausgangsprodukt. Dementsprechend ist auch die 
Giftigkeit dieser Verbindung etwa 80- bis 100mal kleiner als die des 
Brechweinsteins. Jedoch auch die chemotherapeutische Wirksamkeit 
bei Mausetrypanosomiasis ist nur gering, da es dem Organismus nicht 
gelingt, das Antimon der Verbindung zur dreiwertigen Form zu redu- 
zieren. Die Verbindung ist so stabil, daB sie gréBtenteils unverandert 
wieder ausgeschieden wird. 

Die neue Theorie laBt nun voraussehen, dafB diejenigen fiinfwertigen 
Antimonverbindungen wirksamer sein miiBten, die negativierende 
Gruppen enthalten, da dadurch der Ubergang zur dreiwertigen Stufe 
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erleichtert wird, wobei natiirlich nicht gesagt ist, dais der erhéhten 
piologischen Wirksamkeit (die sich z. B. in gréBerer Toxizitaét auBern 
kann), auch ein besserer chemotherapeutischer Index — der von mannig- 
faltigen anderen Faktoren abhangt entspricht. 

SchlieBlich muB auch die Oberflachenaktivitat einer Verbindung 
von groBber Wichtigkeit fiir ihr Eindringungsvermégen in die lebende 
Zelle sein, da sich oberflichenaktive Verbindungen in starkem Mabe 
an der Zelloberflache ansammeln. Leider laBt die Auxochromtheorie 
die Oberflachenaktivitat einer Substanz in keiner Weise voraussehen. 
Da ich aber glaube, daB gerade dieser Eigenschaft einer Verbindung 
ausschlaggebende Bedeutung fiir ihr biologisches Verhalten zukommt, 
so habe ich den Zusammenhang von chemischer Konstitution und 
Oberflaichenaktivitat in der Reihe der Phenylarsonsiuren auf polaro- 
yraphischem Wege systematisch untersucht, wortiber im experimentellen 
Teil naher berichtet werden soll. Hier sei nur erwahnt, da es mit Hilfe 
der polarographischen Methode auch gelingt, den Zusammenhang 
zwischen Oberflachenaktivitét und Eindringungsvermégen der Ver- 
bindungen naher zu erforschen, ja vielleicht weitgehend aufzuklaren, 
wie aus meinen kiirzlich begonnenen Untersuchungen, die weiter fort- 
zufiihren ich mir vorbehalte, hervorgeht. 


Experimenteller Teil. 

Um die Richtigkeit der angefiihrten theoretischen Uberlegungen zu 
priifen, muBte ich vor allen Dingen die rein qualitativen Angaben der 
Wizingerschen Auxochromtheorie durch geeignete MeBmethoden in 
quantitative Werte verwandeln, um dann zu sehen, ob in der Tat zwischen 
den so erhaltenen Zahlen und dem biologischen Verhalten ein Zusammen- 
hang besteht. 

Es wurden zwei Verbindungsreihen untersucht: 

A. Derivate des Phenylquecksilberacetats [(CgH,Hg]*CH,COO> als Ver- 
treter von Verbindungen mit elektropositivem Zentralatom und 

B. Derivate der Phenylarsonsdure |C,H,AsO,) Hy, als Verbindungs- 
reihe mit elektronegativem Zentralatom. 


A. Phenylquecksilberverbindungen. 
(Unter experimenteller Mitarbeit von F. Mauracher). 
L. 

Der Grundgedanke, der uns bei der experimentellen Untersuchung 
der Phenylquecksilberverbindungen leitete, war folgender: es handelt 
sich um Verbindungen mit elektropositivem Zentralatom (Hg). Dem- 
zufolge muB die Einfiihrung positivierender Gruppen den Dissoziations- 
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grad! und somit die Wasserléslichkeit der Verbindungen férdern. 
wahrend eingefiihrte negativierende Gruppen die Dissoziation und dic 
Wasserléslichkeit herabsetzen miissen. Umgekehrt wird sich die Lipoid- 
loéslichkeit? verhalten. 

Die von uns untersuchten Phenylquecksilberverbindungen wurden zum 
Teil nach der von Pesei*® gefundenen und dann besonders von Dimroth' 
ausgebauten Merkuriacetatmethode gewonnen, zum Teil wurden sie nach 
Nesmejanow® iiber die Diazoverbindungen erhalten, zum Teil endlich 
wurden sie auf die von mir® beschriebene Weise durch Elektrolyse davr- 
gestellt. 

Um experimentell zu priifen, in welchem Mae durch die Einfithrunyg 
positivierender Gruppen die Polaritat und damit die Wasserléslichkeit 
steigt, durch Einfiihrung negativierender Substituenten hingegen sinkt, 
bedienten wir uns der Leitfahigkeitsmessung der gesittigten wasserigen 
Lésung der untersuchten Verbindungen. Die Leitfahigkeitsmessung 
gestattet unter den vorliegenden Bedingungen einen SchluB auf die 
Wasserléslichkeit, da die Verbindungen sehr wenig léslich sind und man 
also annehmen darf, daB der ‘in Lésung gegangene Anteil vollkommen 
dissoziiert ist. Eine gewisse Unsicherheit der Resultate ist nur dort zu 
erwarten, wo es sich um erhebliche Unterschiede in der MolekiilgréBe 
handelt (wie z. B. beim Phenylaminophenylquecksilberacetat), da in 
diesem Falle die durch die kleinere Lonenbeweglichkeit hervorgerufene 
Verminderung der Leitfahigkeit eine geringere Wasserléslichkeit vor- 
tauscht. 

Tabelle I faBt die durch Leitfahigkeitsmessung erhaltenen Resultate 
zusammen (s. 8S. 77). 


Das Experiment bestatigt also die theoretischen Erwartungen: 
mit steigender Positivierung steigt auch die Wasserléslichkeit der 


' Wenn hier und im folgenden von Dissoziatfonsgrad statt von Lonen- 


aktivitatskoeffizienten die Rede ist, so geschieht das der Einfachheit halber, 
da es sich ja im Grunde um verschiedene Betrachtungsweisen fiir e# Grund- 
phainomen handelt. — ? Neuere Arbeiten haben ergeben, da unsere Vor- 
stellungen itiber den Vorgang der Auflésung von bestimmten Stoffen in 
Lipoiden unzutreffend sind (vgl. Breyer, ,,Coefficiente di ripartizione fra 
solvente acquoso e solvente lipidico studiato col metodo polarografico™, 
Boll. Soe. It. Biolog. speriment. 13, 766, 1938). Heute neige ich vielmehr 
zur Ansicht, daB es sich hierbei nicht um Lésung, sondern um elektro 
statische Phinomene handelt. Wenn ich hier und im folgenden von Lipoid 
,.Léslichkeit** spreche, so tue ich dies, um die Dinge nicht unnétigerweise 
zu komplizieren, da es ja in diesem Zusammenhang nur auf das Prinzip 


und nicht auf den Mechanismus des Phanomens ankommt. — * Pesci, 
Gazz. chim. it. 1, 373; 2, 32, 1892. — 4 Dimroth, Ber. 31, 2154, 1898. 
5 Nesmejanow, Ber. 62, 1012, 1929. — ® Breyer, Atti Soc. med. Padova 


1935, H. 1. 
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Tabelle IL. 





Spezifische Leitfihig- 
keit der gesiittigten 


Verbindung wiisserigen Lésung 


bei 21°C 
4-N H,-Phenylquecksilberacetat ........ a 60 -10 
4-CH,NH- & tee ae Baal er 42 
4-(CH,))N- pel 1S eat 21 
2-HO- ake! \n. a> i abies ptalcn eras 12,3 
SOmCONR- abies i 12 
4-C H,- Pe anes 11,6 
4-C, H. N H- os a eee 9,0 
- a ee re “ 6,6 
4-N Og- Be a am: 1 Deh Peat ecaeae eee aes 5,2 


einzelnen Verbindungen!, wahrend das negativierte Nitrophenylqueck- 
silberacetat noch weniger léslich ist als die unsubstituierte Grund- 
substanz. Die scheinbare Ausnahmestellung der Phenylaminopheny]- 
verbindung, die nach der Auxochromtheorie am starksten positiviert 
sein sollte, ist durch die verminderte Ionenbeweglichkeit bedingt und 
wurde oben bereits besprochen. 


II. 

Noch eine weitere veranderliche Eigenschaft der Phenyl-Hg-Ver- 
bindungen, eine Eigenschaft rein chemischer Natur, laBt sich aus der 
neuen Theorie voraussehen: ihre gréBere oder geringere Bestandigkeit 
in Abhangigkeit vom eingefiihrten Substituenten. Folgende Uberlegung 
fiihrte mich zu dieser Auffassung: die Haftfestigkeit eines Metalls am 
Kohlenstoffatom hangt wesentlich davon ab, ob das betreffende Metall 
mehr oder weniger elektropositiv ist. Je elektropositiver das Metall, 


um so geringer ist seine Haftfestigkeit am Kohlenstoff. So sind wie 
bereits erwahnt die fiinfwertigen organischen Antimonverbindungen 


bestandiger als die dreiwertigen, wahrend die Organowismutverbin- 
dungen, entsprechend dem elektropositiveren Charakter dieses Metalls, 
noch wesentlich unbestandiger sind. Ganz unbestandig sind bekanntlich 
die Organoalkalimetallverbindungen, wie das von Schlenk? dargestellte 
Phenylnatrium und Phenyllithium. Nun miiBte es im Falle der Pheny]- 
Hg-Verbindungen mdéglich sein, den Grad der Elektropositivitat des 
Hg-Atoms durch die Substituenten zu variieren, denn nach der Auxo- 
chromtheorie wirkt sich der positivierende und negativierende EinfluB 


' Nur innerhalb der Aminoderivate hatte man eine andere Reihenfolge 
erwartet, da nach der Auxochromtheorie die alkylierte Aminogruppe starker 
positivierend wirkt als die alkylfreie. Urspriinglich dachte ich dies Resultat 
mit der verminderten Ionenbeweglichkeit der Alkylaminoverbindungen 
erkliren zu kénnen, es ergab sich jedoch auch im biologischen Experiment 


> 


(s. unten) dieselbe Reihenfolge. 2 Schlenk, Ber. 50, 268, 273, 1917. 
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der eingefiihrten Gruppen auf das Zentralatom — in unserem Falle aut 
das Hg — aus. Es miiBte also erwartet werden, daB in denjenigen Ver. 
bindungen, die stark positiviert sind, die Haftfestigkeit des Hg am 


Kohlenstoffatom geringer ist als bei den weniger positivierten oder gar 


negativierten Vertretern. Das Experiment bestatigt vollkommen diese 
Uberlegung. Versetzt man die wisserigen Lésungen der verschiedenen 
Phenyl-Hg-Derivate mit Schwefelwasserstoffwasser, so scheidet sich 
nach einigen Stunden fein verteiltes, schwarzes HgS aus, und zwar 
nur bei den starker positivierten Verbindungen (—NH,, —NHC,H.. 
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Abb. 1. 
Losungen von: 3 
1. Amino-phenyl-Hg-acetat 7. Oxy-phenyl-Hg-acetat 
2. Methylamino-phenyl-Hg-acetat 8. Methyl-phenyl-Hg-acetat 
3. Dimethylamino-phenyl-Hg-acetat 9. Phenyl-Hg-acetat 
4. Phenylamino-phenyl-Hg-acetat 10. Nitro-phenyl-Hg-acetat 
5. Acetylamino-phenyl-Hg-acetat 11. Trichloroxy-phenyl-Hg-acetat 
6. Thymol-Hg-acetat wurden mit H, S-Wasser versetzt. 


NHCHag, N(CH5)o, OH usw.), wahrend die schwacher positi- 
vierten (—CH,) bzw. negativierten (—NO,)-Verbindungen durchaus 
bestandig sind. Die hier wiedergegebene Photographie (Abb. 1) veran- 
schaulicht die Verhaltnisse gut. 

Alle Verbindungen wurden in m 10000 Lésungen untersucht, 
nur die Lésungen der Nitro- und Trichloroxyverbindung waren wegen 
ihrer auBerst geringen Léslichkeit einfach kalt gesattigt. Man kénnte 
nun einwenden, da in diesen beiden Fallen die Bildung von HgS 
ausbleibt, weil die angewandte Substanzmenge zu gering sei. Dieser 


Einwand ist jedoch nicht stichhaltig, weil in den Lésungen der beiden 
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venannten Verbindungen durch Zugabe von H,S-Wasser eine weipe 
Verbindung gefallt wird (sehr wahrscheinlich das entsprechende Sulfid 
von der Formel R—Hg—S—Hg~—R), die sich selbst nach tagelangem 
Stehen nicht schwarzt, was auf die auBerordentliche Haftfestigkeit 
des Hg am Kern als Folge der Negativierung hindeutet. Es ergibt sich 
also, daB die Haftfestigkeit des Hg am Kohlenstoff eine Funktion des 
Charakters der Substituenten und nicht ihrer Zahl ist, wie Schulemann! 
annimmt. Das kann am besten am Beispiel der Trichloroxyverbindung 
gezeigt werden, die trotz der vier (iiberwiegend negativierenden) Substi- 
tuenten gegen H,S vollkommen bestandig ist. 

Besonders interessant ist das Verhalten der Acetylaminoverbindung. 
Der Auxochromtheorie zufolge vernichtet die Acetyvlierung fast  voll- 
stindig die positivierende Wirkung der Aminogruppe. Dies kommt in 
unserem Falle nicht nur in der verminderten Wasserléslichkeit zum Aus- 
druck, sondern im Einklang mit den obigen Ausfiihrungen auch 
in der gr6Beren Bestandigkeit der Verbindung: wahrend bei den iibrigen 
untersuchten Aminoderivaten durch H,S das Hg ohne weiteres vom 
Kern gelést wird, ist die Acetylaminoverbindung vollkommen gegen 
H,S bestandig (vgl. Nr. 5 der Photographie). 


ILI. 

Dies sind also die chemischen und physiko-chemischen Eigen- 
schaften der verschiedenen Phenylquecksilberderivate, soweit sie sich 
aus der Auxochromtheorie voraussehen lassen. Ist es nun méglich, aus 
diesen Tatsachen das biologische Verhalten der einzelnen Vertreter im 
voraus abzuleiten? Um diese Frage zu beantworten, wollen wir uns 
zuerst mit den wichtigsten bisher bekannten Tatsachen iiber den Zu- 
sammenhang von Dissoziationsgrad und biologischer Wirkung_ be- 
schaftigen. 

Da ist vor allem die klassische Arbeit von Pau/ und Krénig?, die 
sich als erste mit dem Zusammenhang von elektrolytischer Dissoziation 
und Desinfektionskraft der verschiedenen Metallsalze beschaftigt haben. 
Besonders eingehend wurden von ihnen gerade die anorganischen Queck- 
silbersalze untersucht und sie kommen zu dem SchluB, daB mit steigen- 
dem Dissoziationsgrad auch die desinfektorische Kraft der einzelnen 
Salze zunimmt. Die von diesen Autoren vor allem an Anthraxsporen 
gewonnenen Resultate, wurden von Sabbatani® fiir das héher organisierte 
Tier bestatigt. Und doch kann man beim aufmerksamen Lesen der 
Arbeit von Pau! und Krénig nicht umhin zu bemerken, daB es da einzelne 


 Schulemann in .,Medizin und Chemie“, |. e., Bd. I. — 2? Paul u. 
Kronig, Zeitschr. f. Hyg. u. Infekt. 25, 1ff., 1897. 3 Sabbatani, diese 


Zeitschr. 11, 294, 1908. 
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Unstimmigkeiten gibt, die auch den Autoren aufgefallen sind und d 

sie auf eine etwas gezwungene Art zu erklaren versuchen. Da ist z. 8 
das sonderbare Verhalten von Quecksilberkaliumeyanid, das, wie schon 
Behring! bemerkt hatte, alle anderen Quecksilbersalze als Bakterio 
staticum tibertrifft. Dabei enthalt eine Quecksilberkaliumecyanidlésuny 
praktisch kaum Hg-lonen. Paul und Krénig behaupten nun, diese 
Tatsache lieBe sich daraus erklaren, daB Desinfektion und Hemmung 
des Bakterienwachstums zwei verschiedene Vorgange seien. So sagen 
sie auf 8. 94 ihrer Arbeit: ,,.Wahrscheinlich ist es, daB bei der Ent- 
wicklungshemmung, wo die Zeit als Faktor ausfallt, der Dissoziations- 
grad nur eine geringe Rolle spielt, und daB es nur auf die Konzentration 
des in der Nahrfliissigkeit gelésten Metalls ankommt.’* Diese Erklarung 
mutet etwas gezwungen an, denn es ist doch wohl zweifellos so, dai 
zwischen Wachstumshemmung und Desinfektion kein prinzipieller 
Unterschied besteht, sondern da®B die bakteriostatische Wirkung die 
Vorstufe der Desinfektion ist. Auch daB es wie Paul und Krénig 
behaupten — bei der Wachstumshemmung nur auf die Konzentration 
des in der Nahrfliissigkeit gelésten Metalls ankommt, kann nicht richtig 
sein, denn entweder wurden die Versuche mit dquimolekularen Lésungen 


angestellt — und dann ist die Konzentration in allen untersuchten 
Fallen die gleiche oder man verwendete, wie es in jenen Zeiten 


haufig geschah, Lésungen gleicher prozentualer Zusammensetzung. In 
letzterem Falle aber verschieben sich die Verhaltnisse zuungunsten des 
Quecksilberkaliumeyanids, das nur 52,5°, Hg enthalt, wahrend 
Sublimat 74,2°,, Hg besitzt. Trotzdem ist aber die bakteriostatische 
Wirkung des Quecksilberkaliumcyanids héher als die des Sublimats! 
Auch ein weiterer Erklarungsversuch von Pau/ und Krénig, daB namlich 
die Unterschiede im entwicklungshemmenden und desinfektorischen 
Verhalten der Hg-Salze dadurch zu erkliren seien, da im ersten Falle 
das Metallsalz mit dem Nahrboden in Reaktion tritt, im zweiten Falle 
aber mit reinen Lésungen experimentiert wirde, ist nicht stichhaltig. 
Wenn sie schreiben”: ,, Hangt die entwicklungshemmende Wirkung nur 
von der Konzentration der Metallionen in der Nahrlésung ab, so wird 
es gleichgiiltig sein, welche Verbindung eines Metallsalzes man in die 
betreffende Lésung bringt, alle Salze desselben Metalls werden die 
gleiche entwicklungshemmende Wirkung austiben‘', so vergessen sie, 
daB sowohl Behring, wie sie selbst, erhebliche Unterschiede in der 
wachstumshemmenden Wirkung der verschiedenen Quecksilberverbin- 
dungen fanden, und zwar immer in dem Sinne, daB dem Quecksilber- 
kaliumeyanid die héchste Wirkung zukommt. 


' Behring, Bekimpfung der Infektionskrankheiten, 8S. 63. Leipzig 1894. 
— ?l.c. S. 94. 
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Sieht man auBerdem die der Arbeit beigegebenen Tabellen durch, 
so stellt sich heraus, da sich bei gréBeren Verdiinnungen der an- 
gewandten Salze die Verhaltnisse oft ganzlich verschieben. So findet 
man z. B., wenn man die Tabellen XVII und XVIII auf 8S. 42 vergleicht, 
folgendes: Bei 37!),stiindiger Einwirkung einer m/1024 Lésung von 


reGi,,. 4 KON gingen tioeh aub:: 2.2 oo eee ccs. 290 Kolonien 
Hg(CH,COO),, 1CH,COOH gingen noch auf...... 1126 
Hydrarg. formamid. gingen noch auf............... 2027 “ 


Wird nun auf das Vierfache verdiinnt, so andern sich zu unserer 
Verwunderung diese Zahlen praktisch gar nicht. Bei 37! /,stiindiger 
Einwirkung einer m/4096 Lésung lauten die Zahlen: 


HeCl,, £KCN, es gingen noch auf :. .. 666 cess 290 Kolonien 
Hg(CH,COO),, 1CH,COOH, es gingen noch auf... 1728 
Hydrarg. formamid., es gingen noch auf ........... 2069 


Bei den Silbersalzen werden die Verhaltnisse gar noch verworrener, 
wie aus einem Vergleich der Tabellen XXX und XXXI auf S. 52 der 
genannten Arbeit hervorgeht, ja die Autoren sehen sich schlieBlich 
veranlaBt, hier ihre Theorie ganz fallen zu lassen, denn sie sagen auf 
8.53: ,,.Ware die Wirkung ausschlieBlich von der Konzentration des 
Metallions abhangig, dann miiBten die betreffenden Salze alle ungefahr 
gleich desinfizieren. Wie aus den Tabellen hervorgeht, ist aber der 
Unterschied in der Desinfektionskraft der verschiedenen Salze ein 
ziemlich erheblicher, so daB die Wirkung dieser Salze auch vom Saure- 
ion, vielleicht auch vom nicht dissoziierten Anteil abhangt.*’ 

Wie lassen sich diese sonderbaren Tatsachen erklaren ? Ich glaube, 
daB folgende Cberlegung zum Ziele fiihrt : stark dissoziierte, vorwiegend 
wasserlésliche Schwermetallverbindungen, wie die einfachen Schwer- 
metallsalze, wirken in héheren Konzentrationen eiweibfallend. Sie 
werden also, wenn sie einmal in die Zelle eingedrungen sind, im wasse- 
rigen Medium ihre Wirksamkeit entfalten, d.h. durch EiweifBfallung den 
Zelltod herbeifiihren. Werden aber stark verdiinnte Lésungen ange- 
wandt, wie das bei Priifung des bakteriostatischen Effekts der Fall ist, 
so miissen sich die Verhaltnisse verschieben: ist die Konzentration an 
Metallionen nicht mehr geniigend, um im wasserigen Medium der Zelle 
grobe Verheerungen anzurichten, so werden jetzt diejenigen Verbin- 
dungen am wirksamsten sein, die am wenigsten mit den Eiweiben in 
Reaktion treten, die also auch am wenigsten im wasserigen Medium 
zuriickgehalten werden und deswegen ihre Wirksamkeit gegeniiber den 
Lipoidbestandteilen der Zelle besonders stark entfalten kénnen. Mit 
anderen Worten: es werden nun die starker maskierten, weniger disso- 
ziierten, lipoidléslicheren Verbindungen wirksamer sein als die gew6hn- 
lichen Schwermetallsalze. So betrachtet scheinen die von Pan! und 
Krénig gefundenen Tatsachen durchaus verstandlich. 


Biochemische Zeitschrift Band 301. 6 
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Ubertragen wir nun die so gewonnene Erkenntnis auf die Phenyl- 
quecksilberverbindungen. Gegeniiber den einfachen anorganischen 
Quecksilbersalzen ist hier der ,,endozellulare Tropismus**, wie ich diese 
Kigenschaft nennen méchte, deutlich auf die Lipoide gerichtet. Die 
Phenyl-Hg-Salze sind nur sehr wenig in Wasser léslich und sie wirken 
auch demzufolge tiberhaupt nicht eiweiBfallend. In die Zelle gelangt 
werden sie also auch das wasserige Medium praktisch unverandert 
passieren und ihre Wirksamkeit wird sich gegen die Lipoidbestandteile 
des Protoplasmas richten. Wenn diese Uberlegung richtig ist, miiBte 
also mit steigender Lipoidléslichkeit ihre Toxizitaét steigen. Diese 
Vermutung wird durch das Experiment auf das Vollstandigste bestatigt, 
wie im nachsten, der biologischen Priifung der Phenylquecksilbersalze 
gewidmeten Kapitel naher ausgefiihrt werden soll. 

Doch auch die verschieden groBe Bestaindigkeit der einzelnen 
Phenylquecksilbersalze muB im biologischen Verhalten zum Ausdruck 
kommen. Wie oben ausgefiihrt wurde, ist das Quecksilber besonders 
bei den starker positivierten Vertretern relativ leicht vom Kern lésbar, 
d.h. mit anderen Worten, daB bei diesen Verbindungen das Hg die 
Tendenz hat, sich aus der organischen Bindung zu befreien und in die 
Form einfacher anorganischer Salze tiberzugehen. Damit ist aber auch 
der vorwiegend auf die Lipoide gerichtete endozellulare Tropismus 
der Substanz geschwunden, um der Entstehung tiberwiegend wasser- 
léslicher Hg-Verbindungen Platz zu machen. Da aber, gemaB der sehr 
beschrankten Léslichkeit der Phenylquecksilberverbindungen, die 
entstehende Menge anorganischen Quecksilbersalzes nur sehr gering 
sein kann, so ist nach dem oben Ausgefiihrten zu erwarten, daB durch 
diesen ProzeB aus giftigeren Verbindungen (Phenyl-Hg-Salze) weniger 
giftige Substanzen (anorganische Hg-Salze) entstehen. Es konnte in 
der Tat durch vergleichende biologische Priifung mit Sublimat fest- 
gestellt werden, daB bei den gegebenen Konzentrationen die organischen 
Hg-Verbindungen weit giftiger sind als dieses Salz. Demnach fiihrt 
auch die geringere Bestandigkeit der stark positivierten Phenylqueck- 
silbersalze zur Abnahme der Giftigkeit und es miissen sich so beide 


Effekte kleinere Lipoidléslichkeit und geringere Bestandigkeit 
biologisch im gleichen Sinne tiberlagern. 
IV. 


Zur biologischen Priifung der Phenylquecksilberverbindungen ver- 
wendete ich die Machtsche! Lupinenmethode und das isolierte Frosch- 
herz. 

Durch die Machtsche Methode wird die Giftigkeit verschiedener 
Substanzen so bestimmt, daB man feststellt, wie stark das Langen- 


' Macht, J. of Pharm. and. Exp. Therap. 31, 13, 1927. 
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wachstum von Lupinenkeimlingen in einer Nahrlésung, die auch die zu 
untersuchende Substanz enthalt, gegeniiber Kontrollpflanzen, die sich 
in reiner Nahrlésung befinden, gehindert wird. Das Wachstum der 
Kontrolle wird gleich 100 gesetzt und die Wachstumshinderung der 
iibrigen Lupinenkeimlinge in Prozenten ausgedriickt. 

Diese Untersuchungsmethode ist von einer ganz hervorragenden 
Zuverlassigkeit und gibt ausgezeichnet reproduzierbare Werte vor allem 
dadurch, daB jede Versuchsserie an einer groBen Anzahl von Einzel- 
individuen durchgefiihrt wird und die Mittelresultate mithin wirklich 
statistischen Wert haben. AuBerdem aber liefert die relativ einfache 
biologische Struktur der Pflanze fiir derartige vergleichende Versuche 
weit zuverlassigere Werte als der Tier- 








organismus, da die Substanz sicherlich in 
: cmp 1: 700000 
geringerem Mabe chemischen Eingriffen 
unterliegt, als im héher organisierten Tier- 
kérper. Nicht zu vergessen ist schlieBlich 7 
° . . — . 3 
die einfache Durchfiihrbarkeit und auBer-  & 

4 eit s 8 } 
ordentliche Billigkeit der Methode, die es § "60000 t t 
gestattet, die Versuchsserien beliebig oft zu 
wiederholen. Beziiglich Einzelheiten in der 140000 = ; 
Ausfiihrung verweise ich auf die zitierte 
Originalliteratur. raeeed 

Um vor Beginn der eigentlichen Ver- : ~ = at 

: 5 ; 5 Wachstum 
suche die Brauchbarkeit der Machtschen Abb. 2. 
Methode im vorliegenden Falle zu_priifen, Wachstum von Lupinenkeim- 
rerwendete ich Sublimatiée os rerachi lingen in Sublimatlésungen ver- 
verwendete ich Sublimatlosungen verschie- achiedener Konsentration. 
dener Konzentration. Die hier wieder- 


gegebene Kurve (Abb. 2) zeigt deutlich die groBe Zuverlassigkeit der 
Methode: Wachstum und Konzentration sind praktisch vollkommen 
linear voneinander abhangig. 

In der Tabelie IL sind nun die mit den Phenylquecksilberverbin- 
dungen erhaltenen Resultate wiedergegeben und den Leitfahigkeits- 


Tabelle II. 





Wachstum der 
Substanz Lupinenkeimlinge ky ) 
in 9/, der Kontrolle 


4-C, H; NH-Phenyl-Hg-Acetat ...... 97 9,0- 10 
er ari kd mee eee 86 

4-N H,-Phenyl-Hg-Acetat .......... 83 60 

4-C H. N H- ot nem erie ee 79 42 
4-(CH,), N- a ee Ai al ee bd 2] 
i: Olt 3. SCN ir Seta 50 12 

2-O H- ee ere ee 43 12,3 
4-C H,- dus no ae aa meta 20 11.6 


10 66 
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werten gegentibergestellt. Die verwendeten Lésungen waren alli 
m /40000. 

Das Experiment bestatigt also vollstandig die theoretischen Schluf 
folgerungen. Aus den experimentellen Daten ist ganz eindeutig e1 
sichtlich, wie die Giftigkeit mit steigender Polaritat abnimmt: an 
wenigsten giftig sind die am starksten positivierten Aryl- und Alky| 
aminoderivate, es folgen dann die Verbindungen mittlerer Positivieruny 
(—OH, CH,CONH~—, CH,) und den AbschluB bildet die Grund 
substanz, das Phenylquecksilberacetat selbst. Natiirlich ist die Pro 
portionalitat zwischen Toxizitét und Leitfahigkeitswerten nicht voll- 


Hg - Acerat 002 





Abb. 3. Priifung von a) Amino-phenyl-Hg-acetat und von b) Phenyl-Hg-acetat 
am isolierten Froschherzen. 


kommen, aber das kann ja auch nicht erwartet werden, wenn man 
bedenkt, da8 weder die Leitfahigkeit der absolute Ausdruck fiir die 
Polaritat ist (Anderung durch Molekiilgr6Be, Solvatationsphano- 
mene usw.), noch die Toxizitat ausschlieBlich mit dem Teilungskoeffi- 
zienten und der Stabilitat der betreffenden Verbindung zusammen- 
hangen kann. Beriicksichtigt man aber all diese Faktoren, so erscheint 
es doppelt erfreulich, daB es trotzdem mit Hilfe der neuen Theorie 
gelingt, die Toxizitat ganzer Verbindungsserien vorauszusehen. 

Das Sublimat gehort wie erwartet zu den am wenigsten 
giftigen Verbindungen. Dabei war seine Lésung, wie die aller iibrigen 
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Vertreter m/40000: waren statt dessen Normallésungen angewandt 
worden, so hatte seine Aquivalentmenge nur halb so groB sein 
brauchen wie die der tibrigen Verbindungen, die ja einwertige Ionen 
darstellen. 


Von der Untersuchung der Nitro- und Trichloroxyverbindung 
muBte wegen ihrer allzu geringen Léslichkeit abgesehen werden. 


Die Toxizitatspriifung der Phenyl-Hg-Verbindungen am isolierten 
Froschherzen ergab prinzipiell das gleiche Resultat: wahrend die 
Wirkung einer 0,1°,igen Lésung der Aminoverbindung kaum merklich 
ist, wird durch eine nur 0,02° ,ige Lésung von unsubstituiertem Phenyl- 
Hg-Salz die Herztatigkeit deutlich geschadigt (s. Abb. 3). 


B. Phenylarsonsduren'. 

(Unter experimenteller Mitarbeit von 7’. Leitner und M. Falchi.) 

Um den EinfluB der Substituenten auf das chemische, physiko- 
chemische und biologische Verhalten noch eingehender zu priifen, unter- 
suchte ich eine weitere Verbindungsreihe, diesmal mit elektronegativem 
Zentralatom: die Phenylarsonsiuren. Diesmal wurde nicht nur die 
Anderung der Polaritét gemessen, sondern auch der EinfluB, den die 
Substituenten auf die Reduzierbarkeit und die Oberflichenaktivitat 
einer Verbindung ausiiben, quantitativ bestimmt. 


I, 


Um den EinfluB8 der Substitution auf den Polaritaétsgrad der ver- 
schiedenen Phenylarsonsaurederivate quantitativ zu messen, bestimmten 
wir die Dissoziationskonstante, da diese ja ein direktes MaB fiir die 
Polaritat der einzelnen Vertreter bildet. 


Zur Messung bedienten wir uns der potentiometrischen Methode 
mit der Chinhydronelektrode. Diese Methode liefert etwas weniger 
genaue Werte als die Leitfahigkeitsbestimmung, aber fiir unseren Fall 
wo es sich nur darum handelt, verschiedene Verbindungen untereinander 
zu vergleichen ist die Genauigkeit mehr als ausreichend, 


Theoretisch mu} erwartet werden, daB hier, wo es sich um Ver- 
bindungen mit elektronegativem Zentralatom handelt, durch Ein- 
fiihrung negativierender Gruppen die Polaritat und mithin auch die 
Dissoziationskonstante steigt, durch Einfiihrung positivierender Gruppen 
aber fallt. Das Experiment bestatigt vollkommen die Theorie, wie die 
Tabelle III zeigt : 


! Ein Teil der in diesem Kapitel mitgeteilten Messungsresultate wurde 
von mir bereits in den Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 71, 163, 1938 in anderem 
Zusammenhang verdéffentlicht. 
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Tabelle III. 





Nr. Substanz ky go 

1 4-HOOC-CO-NH-, 3-NO,-Phenylarsonsaure ....... 9,6 - 10-8 
2 4-Cl-, 3-NOg- se shee mies 15-10 

3 4-HOOC-CO-NH- ae PN en : b2-10-* 
4 4-HO-, 3-NO,- es - 25 eceees 9,6 -10-4 
5 4-NO,- i, -- ~seeeaoue 8,3 - 10-4 
6 4-Cl-, 2-Cl- et oS? ¢ Bilesieeg orks 
7 4-Cl- ee 8 neers 4,6-1074 
8 4-CH.COO- A war toe 4,0 -10-4 
9 4-N H,-, 3-N Og- ee a3: eed 3,0 - 10-4 
10 eo  O) heaatees 2,6- 10-4 
11 4-CH,CO-NH- e. . ...welealeks 1.9 -10-4 
12 4-C H,- Bestor, ala wl cee tence eg te 
13 4-CH, O- i) 8 se eee eeS 9,1 - 107° 
14 4-HO- a St 8.7-10 
15 4-HO-, 3-CH,CO-N H- gr len aereteenls 8,3 - 10 
16 4-N Hy- ph” iy ae poate elects 4,4. 10 
| 3-N H,-, 4-0 H- py Non peceiaree 1,6-10 
18 $-N Hy-, 3-N Hy- Pa Rees ieee 1,0- 10-8 


Aus dieser Tabelle ist recht gut zu ersehen, wie genau gleichmabig 
der EinfluB der einzelnen Substituenten ist. So wird z. B. der positi- 
vierende Effekt der Aminogruppe durch Acetylierung fast aufgehoben 
und die Dissoziationskonstante kehrt demgemaB fast genau auf den 
Wert fiir die unsubstituierte Phenylarsonsiure zuriick (vgl. Nr. 16, 
11 und 10 der Tabelle IIL); genau gleich stark wirkt die Acetylgruppe 
bei Einfithrung in die Aminooxyverbindung: der Wert fiir die Oxy- und 
die Acetvlaminooxyverbindung ist fast derselbe (vgl. Nr. 17, 15 und 14 
der Tabelle ILL): entsprechend dem gegeniiber der Aminogruppe 
geringeren positivierenden EinfluB der Oxygruppe steigt bei der Acety- 
lierung dieses Substituenten die Dissoziationskonstante iiber den Wert 
fiir die unsubstituierte Phenylarsonsaiure (vgl. Nr. 14 und 8) an. So 
ist also der Wirkungsgrad der Acetylgruppe vollkommen konstant. 
Interessant ist auch, daB die Nitro- und die Aminogruppe einander fast 
genau kompensieren: die Nitroaminophenylarsonsaure hat fast dieselbe 
Dissoziationskonstante wie die Phenylarsonsdiure selbst (vgl. Nr. 9 
und 10). 

II. 


Der EinfluB der Substitution auf das Reduktionspotential einer 
Verbindung ist bis heute meines Wissens noch nie quantitativ 
bestimmt worden. Es liegen wohl Versuche in dieser Richtung vor. So 
haben im Jahre 1935 Erlenmeyer und Willy! versucht, das Redox- 
potential von vier Phenylarsonsdurederivaten nach der klassischen 
Methode zu bestimmen, jedoch ohne rechten Erfolg. Ich bediente 


' Erlenmeyer u. Willy, Helv. chim. acta 18, 733, 1935. 
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mich zur quantitativen Messung des Zusammenhangs von Substitution 
und Reduktionspotential der polarographischen Methode. 

Es ist hier nicht der Ort die polarographische Methode ausfiihrlich zu 
beschreiben, was schon von vielen Seiten in zum Teil ganz ausgezeichneter 
Weise getan wurde!. Ich méchte nur das zum Verstiandnis des Folgenden 
unumganglich Notwendige ganz kurz ausfihren: 


Die Polarographie besteht im wesentlichen in der Elektrolyse der zu 


untersuchenden Loésungen bei standig und gleichmaBig steigender 
Spannung zwischen Quecksilberelektroden. Die Kathode ist in Form 


einer Kapillare ausgebildet, aus der das Quecksilber regelmaBig troptt, die 
Anode bildet eine auf den Boden des 

ElektrolysiergefiBes ausgegosseneQueck- 74 

silberschicht. Die zur Elektrolyse ange- 
wandten minimalen Stromintensitaten 
(10-° bis 10-8 A) geniigen zur Polarisation = Difusionsstrom= 
der kleinen Kathodenoberflaiche, aber 


strom 


| 
| 
nicht zu derjenigen der groBoberflachigen | 
Anode. Ein mit der Apparatur ver- 


bundenes Spiegelgalvanometer zeigt die 





S 
e 
$ 
= 
& 


= 


Intensitat des Stromes an, der bei Depo- 





larisierung der Kathode durch die Zelle 


flieBt. Da®B die Kathode depolarisiert = Grundstrom = 
wird, heiBt mit anderen Worten, daB Abb. 4. 
sie Elektronen abgibt, heibt, daB sie auf Schematische polarographische Kurve. 


einen in Léosung befindlichen Bestandteil 

reduzierend wirkt. Nun wachst aber, wie eingangs gesagt wurde, die Span- 
nung an der Kathode regelmaBig an, d.h. ihre reduzierende Kraft nimmt 
standig zu. Anfianglich ist diese reduzierende Kraft noch gering, die Kathode 
bleibt polarisiert, und es flieBt kein durch Elektrolyse bedingter Strom 
durch die Zelle ( Grundstrom). Hat aber die Spannung an der Kathode 
einen solehen Grad erreicht, daB ein in der Lésung befindlicher Bestandteil 
reduziert werden kann, so erfolgt Depolarisierung der Kathode, was gleich- 
bedeutend mit Stromdurchgang ( Depolarisationsstrom) durch die Zelle 
ist. Dieser Strom, der natiirlich vom Galvanometer angezeigt wird, steigt 
im Anfang mit gré6Ber werdender Spannung stark an, um dann einen Grenz- 
wert zu erreichen, der dadurch bedingt ist, daB die in nachster Nahe der 
Kathode befindliche Substanz reduziert worden ist. Es entsteht dadurch 
eine Art Vakuum an reduzierbarer Substanz um die Kathode, doch weitere 
Mengen des zu reduzierenden Stoffes gelangen nun durch Diffusion aus dem 
Innern der Lésung an die Kathode heran. Von diesem Moment an steigt 
der Strom trotz steigender Spannung nicht weiter an, was daher kommt, 
daB sich ein Gleichgewicht eingestellt hat: es wird in der Zeiteinheit gerade 
soviel Substanz reduziert als durch Diffusion zur Kathode gelangt (= Diffu- 
sionsstrom). Driicken wir, was soeben gesagt wurde, in einer Kurve aus, 
wobei auf der Ordinate die Stromintensitdten, auf der Abszisse die Stromspan- 
nungen aufgetragen sind, so erhalten wir das in Abb. 4 wiedergegebene Bild. 


' Beziiglich der Polarographie vgl. vor allem das ausgezeichnete 
Biichlein von Hohn, ,,Chemische Analyse mit dem Polarographen*, Berlin, 
Jul. Springer. Dort findet sich auch eine vollstandige Zusammenstellung 


der polarographischen Literatur. 
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Kurven dieser Art werden nun vom Polarographen automatisch registriert 
dadurch, da8 die Bewegung des Galvanometerlichtstrahles photographisch 
festgehalten wird. Das dem Depolarisationsstrom entsprechende Stiick der 
Kurve wird gewohnlich als ,,Stufe‘* oder ,,Welle* bezeichnet. Diese Stufe 
tritt natiirlich um so spiter — d.h. erst bei desto héheren Spannungen 
auf —, je schwerer reduzierbar die untersuchte Substanz ist, wahrend ihre 
Hoéhe von der Konzentration der betreffenden Substanz abhangt. 


Als Bezugspunkt auf der polarographischen Kurve wahlt man gewohn- 
lich den Mittelpunkt der Welle und gibt als polarographisches Reduktions- 
potential das diesem Punkte entsprechende sogenannte  ,,Halbwellen- 
potential’ (7/2), bezogen auf das Potential der Normalkalomelelektrode an. 

Mit der polarographischen Methode kénnen natiirlich nur solche 
Substanzen untersucht werden, die elektrolytisch an einer Hg-Kathode 
reduzierbar sind, was, wie ich feststellen konnte, bei den Phenylarson- 
siuren der Fall ist. Man erhalt mit diesen Verbindungen eindeutig 
reproduzierbare Polarogramme. Nur bei den Nitro- und Oxalsiure- 
gruppen enthaltenden Phenylarsonsiuren werden die Verhaltnisse 
kompliziert, da entweder der betreffende Substituent noch vor der 
Arsonsauregruppe reduziert wird, wie das bei der Nitroverbindung der 
Fall ist, oder die Reduktion des Substituenten gleichzeitig mit der 
Arsonsauregruppe erfolgt, wodurch die Polarogramme so uniibersichtlich 
werden, dai eine Berechnung unméglich wird. 


Die Reduktionspotentiale der von uns untersuchten Verbindungen 
sind in der Tabelle IV wiedergegeben!: 


Tabelle IV. 





Verbindung 2/2 
Ped NNNED 6 sc ees) aihim Une seseen - 1,26 Volt 
4-C H;-Phenylarsonséure ............... Baska Lee vw 
4-CH, c DN ps eee ee a re —1,28 ,, 
4-Cl- gk To inched <coarate seen ete eter wer LAS ce 
4-CH,.CO-0O- Sr gull ial) ang hc teee ath pitta pater aic State ~ 138 ., 
4-HO-, 3-C H,CO-N H-Phenylarsonsaéure ....... 1,33 ,, 
4-C H,O- gga ea eerie) eR ote —1,34 ,, 
4-Cl., ‘9. Cl- ee Tease 2. ae 
4-H O- gaits (bo rie Sen ere hy 1,86, 
4-N H,- Oy eer ae cnet — 1,44 ,, 
4-HO-, 3-N H,- Sl renin br ieree —1,45 ,, 
4-N H,-, 3-NH A a gene ae tester —1,47 ,, 


Die Differenz der hier wiedergegebenen Werte mit denen, die in den 
Berichten (I. ¢.) publiziert wurden, ist dadurch bedingt, daB diesmal bei 
der Berechnung der Zellwiderstand mitberiicksichtigt wurde nach der 
Formel: 


a/2 = E—RI, 


wobei E das gefundene Halbwellenpotential, R den Zellwiderstand, J die 
Stromintensitat bedeutet. 
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Es ergibt sich also, wie von der Auxochromtheorie verlangt, daB 
mit zunehmender Positivierung die Reduzierbarkeit der Verbindungen 
erschwert wird: am leichtesten reduzierbar ist die Phenylarsonsaéure 
selbst, am schwersten die am starksten positivierte Diaminoverbindung. 
Sonderbar ist nur das Verhalten des Chlors, denn obwohl es sich im 
allgemeinen als negativierende Gruppe benimmt (z. B. in bezug auf die 
Dissoziationskonstante), wirkt es auf das Reduktionspote:tial wie ein 
positivierender Substituent. Die Ursache dieses auffallenden Verhaltens 
ist noch ungeklart. 

Was schlieBlich die Nitrophenylarsonséure anlangt, so konnte deren 
teduktionspotential wie oben bereits ausgefiihrt nicht bestimmt 
werden. Es erscheint jedoch sicher, da} der entsprechende Wert, im 
Kinklang mit der Auxochromtheorie, noch unterhalb des fiir die Phenyl- 
arsonsaure gefundenen liegt, wie aus der zitierten Arbeit von Erlenmeyer 
und Willy hervorgeht: denn wahrend die Werte fiir die tibrigen von 
ihnen untersuchten Verbindungen nur innerhalb der Fehlergrenze der 
Methode untereinander variieren, fanden die genannten Verfasser bei 
der Nitroverbindung ein deutlich niedrigeres Redoxpotential, wie es 
der stark negativierenden Wirkung der Nitrogruppe entspricht. 


ITT. 

Genau wie bei den Phenylquecksilberverbindungen miiBte es auch 
bei den Phenylarsonséiuren méglich sein, durch Anwendung der Auxo- 
chromtheorie die Bestaindigkeit der einzelnen Vertreter vorherzube- 
stimmen, und aus denselben Griinden wie dort ausgefiihrt muB erwartet 
werden, da®B die Stabilitat der Verbindungen durch Einfiihrung posi- 
tivierender Gruppen sinkt. Auch hier werden die theoretischen Voraus- 
setzungen durch das Experiment vollkommen bestatigt. Schmitz', der 
auf Veranlassung von Ehrlich die Bestindigkeit verschiedener pheny]l- 
arsonsaurer Salze gegen Erhitzen priifte, findet folgende Werte fiir die 
Haftfestigkeit des Arsens am Kern: 


Tabelle V. 





|, stiindiges Erhitzen Gespalten 


Verbindung im Autoklaven to 
auf °C 
H,N-phenylarsonsaures Na .............. 125 23,15 
HO- ~ rr pee re 130 33,93 
CH,CO-NH- ,, OT ee 125 
C,H,CO- *” RS Pash nr cy 130 1,26 
CH, O- eo sets Pasaeat tierra 130 1,93 


Auch hier also dasselbe Bild wie bei den Phenyl-Hg-Verbindungen : 
am zersetzlichsten ist die stark positivierte Amino- und Oxyverbindung 


1 Schmitz, Ber. 47, 369, 1914. 
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(die Oxyverbindung ist in gr6Berem Prozentsatz zersetzt, da die Prii 
temperatur héher war), wird aber der positivierende Effekt der Sul 
stituenten durch Acylierung aufgehoben, wie bei der Aminoverbindun, 
oder durch Alkylierung herabgemindert, wie bei der Oxysiure, sv 
erhalt man hitzebestandige Verbindungen. Mit Hilfe der Auxochrom 
theorie lassen sich also die von Schmitz gefundenen Tatsachen aut 
einfache Weise erklaren. 

In vollkommener Ubereinstimmung mit diesen Erfahrungen steht 
auch die von Fourneau! gefundene Tatsache der groben Zersetzlichkeit 
des aminooxyphenylarsonsauren Natriums. Es kann in der Tat vorhe: 
gesehen werden, daB so starke Positivierung zu leichter Zersetzlichkeit 
der Verbindung fiihren mub. 

EV. 

Die Oberflachenaktivitat kann natirlich nicht aus der Auxochrom 

theorie vorausgesehen werden. Wir haben sie aber trotzdem bestimmt 
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Abb. 5. Polarographische Bestimmung der Oberflichenaktivitat : zu 10cem n/1000 HCl werden 
0;2-—0,4 —0,6—0,8 cem einer 0,032 °%igen Lésung von Acetoxy-phenylarsonsiiure in n/1000 H Cl 
zugesetzt. 


weil ihr sicherlich eine hervorragende Bedeutung im biologischen Ver- 
halten chemischer Verbindungen zukommt. 

Als Bestimmungsmethode wahlte ich ebenfalls die Polarographie. 
da ich glaube, daB diese ,,dynamische’* Methode am ehesten den Ver- 
haltnissen an der Zelloberfliche nahekommt. 

Die polarographische Bestimmung der Oberflichenaktivitat griindet 
sich auf folgende Tatsachen: werden Lésungen polarographiert, die Sauerstoft 
gelést enthalten wie das immer der Fall ist, wenn sie der Luft ausgesetzt 
waren —, so wird dieser geléste Sauerstoff an der Kathode in zwei Stufen 
zu Wasser reduziert. Die erste Stufe entspricht dabei der Reduktion des 
Sauerstoffs zu H,O,, die zweite der Reduktion des entstandenen Wasser- 


' Fourneau, Ann. Inst. Pasteur 35, 571, 1921: Centr. 21, IIT, 1442. 
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toffsuperoxyds zu Wasser. Die erste dieser Stufen nun verlauft wie man 
is Abb. 5 sieht nicht in normaler Weise, sondern erhebt sich erst steil 
eit tiber das ihr zukommende MaB, um dann plétzlich auf die normale 
Hohe zuriickzusinken: sie bildet eim sogenanntes Maximum. Besonders 
ausgepragt ist dieses Phanomen bei Polarographie  sauerstoffhaltiger 
Lésungen starker Elektrolyte in einer Konzentration von etwa n_ L000. 
Es ist nicht definitiv entschieden, worauf diese Erscheinung zuriickzufiihren 
st, am einfachsten nimmt man zum leichteren Verstandnis des Folgenden 
mit Heyrovsky an, daB sie durch die Adsorption des gel6sten Sauerstoffs an 
lie Zwischenphase des kathodischen Quecksilbertropfens und der ihn 
imgebenden Elektrolytlésung bedingt ist. Wird der Sauerstoff durch 
Substanzen, die oberflachenaktiver sind als er selbst, aus der Zwischenphase 
verdrangt, so wird naturgemaiS das Maximum verschwinden, und zwat 
wird eine um so kleinere Menge dazu geniigen, je oberflichenaktiver die 
untersuchte Substanz ist. Deswegen driickt man polarographisch die Ober- 
flachenaktivitat so aus, daB man angibt, in wieviel Liter Lésungsmittel ein 
Mol der untersuchten Substanz gel6st werden muB, damit das Sauerstoff- 
maximum auf die Halfte seiner urspriinglichen Héhe erniedrigt wird. 


In der Tabelle VI sind die von uns mit den Phenylarsonséuren er- 


haltenen Resultate vereinigt : 


Tabelle VI. 





Oberfliichenaktivitit 


Verbindung in Liter;Mol 


SR RRORIPRIR NS eo pace 0 aos ac Sycin. s85'4 0 a warn sia Sparse eee 0,8 - 104 
4-CH,-Phenylarsonsfure .................. Mee OC 1,2 
{-O H- an ae ae ee re ee Soe a es 1,2 
MES e Nee TANT, Linn eee soins aie Sac taiheie 230% 1,7 
EEO Fe ey ee eee ees Aree 2,1 
1-N H,- 43 Rae le Pe per MON ce 2,4 
te H,, O- ‘ rickikte ts Mekeebaatee bea 2,8 
pe sepa iyatutcdd a abete des. et area ec 3,3 
4-OH-,3-N H, -Phe nylarsonséure ......... Re Nae ye gS 3,3 
4-N Hy-, 3-N H,- See Rn hr ta oo a eater lente 3,2 
4-NH, -, 8-NO,- ee ee ee oe ee ee fe 5,0 
1-Cl-, 3-N Op: wi Riis ieiee re cnn iis 6,0 
4-Cl-, 2-Cl- ake Be) gee treats Gara etd ae 6,8 
ere ete Ee a5 i a eee ale Caesar a4 17,8 
1-OH-, 3-CH,CO-NH- Phe GINTOODARUTO 6.2 ice dercdes 21,0 
t!-HOOC-C O- N H- Sy ee WE at cian ce Ogre g “ 51,0 
4BO00-CO-NE- ENO 0 eeees ere 62,1 


Aus der Tabelle VI geht hervor, da die Oberflachenaktivitat nicht 
nur eine Funktion des Molekulargewichts sein kann, sondern daf der 
Konstitution eine erhebliche Rolle zukommt. Besonders stark wirkt 
die Einfiihrung eines negativierenden Substituenten in eine stark 
positivierende Gruppe, wie das Beispiel der Acet ylamino- und der Oxaly!- 
aminophenylarsonsdure zeigt: schon durch Einfiihrung der Acetyl- 
gruppe in die Aminogruppe steigt die Oberflachenaktivitat sehr an, um 
dann durch Einfiihrung des noch elektronegativeren Oxalylrestes eine 
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weitere ganz bedeutende Steigerung zu erfahren, die zu einem Teile 
natiirlich auch durch das héhere Molekulargewicht der Oxalylgrupye 


bedingt ist. 


Auch bei der Wirkung auf die Oberflichenaktivitat spielt das Chlor 


als Substituent eine Sonderrolle, indem es die Oberflachenaktivitat 
mehr erhoéht, als ihm nach seinem Molekulargewicht zukiéme, wie auch 
schon von G. M. Bennett und A.D. Mitchell? festgestellt wurde. 


Die Oberflachenaktivitét der Nitrophenylarsonsaure ist polaro 
graphisch nicht bestimmbar, wie in meiner oben zitierten Arbeit in den 
,.Berichte der Deutschen chemischen Gesellschaft*’ naher ausgefiihrt 
wurde. 


V. 


Zur biologischen Priifung der Phenylarsonsaéuren steht uns leider 


kein so niedrig organisiertes Material in so einfacher Versuchsanordnung 
zur Verfiigung, wie es bei der Untersuchung der Phenylquecksilber- 
verbindungen mittels der Wachtschen Lupinenmethode der Fall war, 
denn die Lupinenkeimlinge sind selbst fiir relativ konzentrierte Lésungen 
von phenylarsonsaurem Natrium so gut wie unempfindlich. Ich benutzte 


daher die in der Literatur vorhandenen Toxizitatsdaten die zumeist 
an der weiBen Maus gewonnen wurden —, um die Beziehung zwischen 


den gemessenen chemischen und, physiko-chemischen Werten und dem 
biologischen Verhalten der Phenylarsonsaiurederivate herzustellen. Man 
muB sich deswegen im voraus klar sein, daB dadurch die Uberein- 
stimmung zwischen Theorie und Experiment unmdéglich so vollkommen 
sein kann, wie bei den Phenyl-Hg-Verbindungen. Das Testobjekt 
die weiBe Maus stellt einen fiir Versuche dieser Art viel zu hoch 
entwickelten Organismus dar. Viel zu mannigfach sind deswegen die 
Veranderungen, die die Verbindung in einem solchen Organismus er- 
leidet, viel zu groB ist die Zahl der Organe, auf die die Verbindung 
wirken kann. 


Es ist deswegen erfreulich zu sehen, da} trotzdem die theoretisch 
verlangte Reihenfolge in der Toxizitét der Verbindungen in groBen 
Ziigen gewahrt bleibt. Vergleicht man daraufhin die unten wieder- 
gegebene Tabelle, so ergibt sich, daB im Einklang mit der Theorie, der 
giftigste Vertreter der Reihe die am meisten negativierte also auch 
am leichtesten reduzierbare — Nitroverbindung ist, es folgt dann, wie 
erwartet, die unsubstituierte Phenylarsonsaiure, wahrend die am starksten 
positivierten Verbindungen, die Oxyamino- und die Diaminopheny]- 
arsonsdure, auch die geringste Giftigkeit aufweisen. 


1G. M. Bennett u. A. D. Mitchell, Zeitschr. f. physik. Chem. 84. 489, 
1913. 
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Tabelle VII. 





Verbindung ane n|2 ky g0 ae 

4-NO,-Phenylarsonséure ...... -++» |< 1/400 8,3- 10-4 
PUMA IRROOMRAUNO o.oo 6 55 oie 5 nce 1/400 -1,26Volt 2,6-10°4 0,8. 104 
4-N H,- ape oO Ste eheere le A 1/200 -1,44 ,, 4,4-10 2,4 
4-HO- Se UT, | ian naman 1/80 -1,35 ,, 8,7-10 1,2 
4-CH,CO-O- ,, rere ee 1/66 133 «|. |40-10°4| 21 
4-C H, ‘CO-NH- Sere cree 1/30 128 . | 1,9-10°* | 178 
4- HO- , 3-CH,C O- N H - Phenylarson- 

OO) DEC parce Oc mrt any 1/25 1,33 ,, 83-10 21,0 
4-HO-, 3-N 4 Phenylarsonsadure .... 1/22 -1,45 ,, 1,6-10 3,3 
4-N H,-, 3-N Hy- s 4 1/10 -1,47 ,,/1,0-10-° 3,7 


* Die Toxizititsdaten stammen aus Fischl-Schlopberger, Handbuch der Chemotherapie, 
S. 381, 382, 419, 445, 449, Berlin 1934, und beziehen sich auf weiBe Miiuse (berechnet auf ein 
Kérpergewicht von 20g) bei subcutaner Injektion. Die Verbindungen kamen als Mononatrium- 
salze zur Anwendung. 

Noch eine weitere Gesetzmabigkeit scheint sich zu ergeben, die 
namlich, daB auch leichter reduzierbare Verbindungen dann eine relatiy 
geringe Toxizitét aufweisen, wenn sie stark oberfldchenaktiv sind. Ja 
es scheint, als ob starke Oberflachenaktivitat die Verbindungen auch 
in ihren chemotherapeutischen Eigenschaften giinstig beeinflusse. In 
der Tat kommt der Acetylamino- und Oxyacetylaminoverbindung, die 
die gréBte Oberflachenaktivitat besitzen, auch heute noch einige thera- 
peutische Bedeutung zu. 

Es sind natiirlich auch Ausnahmen von der Regel vorhanden. Es 
mu aber immer wieder betont werden, daB dies zum groBen Teil auf 
das zu hoch organisierte Testmaterial zuriickzufiihren ist. Ein Beispiel 
mége dies beleuchten: wie aus der Tabelle VII ersichtlich, ist die Oxy- 
verbindung weniger giftig als theoretisch erwartet werden sollte. Es 
ist nun wahrscheinlich, da} diese Tatsache auf die entgiftende Funktion 
der Leber zuriickzufiihren ist, die ja die Entgiftung phenolischer Ver- 
bindungen mit besonderer Leichtigkeit durchfiihrt, da diese Reaktion 
zu ihrer taglichen Aufgabe gehért. Bei einfacher organisiertem Test- 
material fiele vermutlich diese besondere Entgiftungsméglichkeit weg. 

Es wird sicherlich noch manche Ausnahme dieser Art geben, aber 
es ist trotzdem zu hoffen, daB viele von ihnen aufgeklart werden kénnen, 
nachdem ein einfach organisiertes Testmaterial gefunden worden ist. 
Denn es ist nicht méglich, mit Hilfe von hochorganisierten Tieren die 
Grundgesetze zu erforschen, die das Verhalten der belebten Substanz 
gegeniiber chemischen Verbindungen regeln. Um aber dies Ziel zu 


erreichen, wird man unter vorlaufigem Verzicht darauf, chemo- 
therapeutisch praktisch brauchbare Verbindungen herzustellen zu 


einfachster und deswegen iibersichtlicher Versuchsanordnung greifen 
miissen, da nur sie es erméglicht, die groBen Gesetzmabigkeiten 
wirklich zu erkennen. 














Uber eine giirungsfordernde Substanz im Zuckerrohr. 
Von 
Kazuo Yamafuji und Kano Ohtsu. 
(Aus dem Institut fiir Biochemie am Kaiserlichen Institut fiir Zucker- 
forschung in Tainan, Japan.) 


(Eingegangen am 15, Februar 1939.) 


In einer friiher mitgeteilten Arbeit konnten wir nachweisen, dal 
die Hefe im Zuckerrohrsaft eine starkere Gartatigkeit sowie Vermehrungs- 
fahigkeit zeigt als im Koji- bzw. Malzauszug, und da} diese Erscheinung 
durch den Unterschied der Zuckerarten in den Nahrlésungen nicht 
erklart wird (1). Diese Befunde fiihrten zu der Annahme, dai das 
Zuckerrohr eine Substanz enthalt, welche die Garung sowie das Wachs- 
tum der Hefezellen férdert. In der vorliegenden Untersuchung wurde 
zunachst festgestellt, dab, obwohl die Stickstoffverbindungen im Zucker- 
rohrsaft fiir den Hefezuwachs unentbehrlich sind, doch zwischen dem 
Vergarungsgrad und dem Stickstoffgehalt des Saftes keine direkte Pro- 
portionalitaét besteht. Ferner wurde gefunden, daf die Hefe den Saft 
aus dem schattigen Teil eines Zuckerrohrstengels kraftiger vergart, 
als denjenigen aus dem sonnigen Teil, und da der untere Teil des Rohres 
fast keine gérungsférdernde Substanz enthalt. Wir haben schlieBlich 
aus unreifem Zuckerrohr eine Substanz in kristallinischem Zustand 
isoliert: die isolierte Substanz wirkt in starker Verdiinnung sowohl 
auf die Garung, als auch auf das Wachstum der Hefe beschleunigend. 


1. Vergirbarkeit und Stickstoffgehalt des Zueckerrohrsaftes. 

In den friiheren Mitteilungen wurde gezeigt, daB der stickstoffreiche 
Saft aus dem oberen Teil des Stengels oder aus unreifem Zuckerrohr 
durch die Hefe kraftiger vergoren wird, als der stickstoffarme Saft 
aus dem unteren Teil oder aus iiberreifem Rohr, und ferner, daB durch 
Zusetzen einer geringen Menge Ammonsulfat der Vergarungsgrad des 
stickstoffarmen Saftes bis zu einem gewissen Grad gesteigert werden 
kann (1) (2). Wir haben nun den stickstoffreichen Saft 1 Stunde auf 100° 
erhitzt, filtriert und die Vergairbarkeit der so erhaltenen Lésung unter- 
sucht. Wie wir friiher berichtet haben (1) (2), werden im allgemeinen 
durch ein solches Erhitzen 30 bis 50°,, des Stickstoffs im Zuckerrohrsaft 
gefallt. Fiir die Versuche wurden der Stengel des unreifen Zuckerrohrs 


und der Wipfel des reifen Rohres verwendet. Der Vergérungsgrad 


wurde in der friiher mitgeteilten Weise (1) bestimmt. In der vorliegenden 
Arbeit wurde aber nur Saccharomyces formosensis benutzt. 
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Uber eine gérungsférdernde Substanz im Zuckerrohr. 


Tabelle L. 


Q5 





9 Monate altes Rohr 


Sait 
vor dem 
Erhitzen 


Saft vor 


nach dem 
Erhitzen 


Saft 
vor dem 
Erhitzen 


dem Vergaren. 


Saft aus den’ Wipfel 


nach dem 
Erhitzen 


18 Monate altes Rohr 


Saft aus det 
Wurzel 
vor dem 
Erhitzen 





Grade Balling ......... 10,87 10,52 12,62 12,56 12,73 
Invertzucker in % ..... 4,42 4,90 0,79 0,85 0,55 
Rohrzucker in % ...... 5,32 4,70 10,01 9,90 10,50 
Gesamtstickstoff in °% .. 0,059 0,031 0,040 0,023 0,039 
eens 0,20 0,19 0,24 0,24 0,25 
+ ASIA ace re aera err 5,6 5,6 5,4 5.4 5,1 
Vergarung des Saftes. 

Gesamtgarzeit in Std. .. 72 72 72 72 144 
Entstandener Alkohol in 

Vi, Aare ee 6,23 6,08 6,85 6,54 6,23 
Entwickelte Kohlensaure 

EY oo an aerate a.» ales 2,45 2,26 2,66 2,46 1,75 
Vergarungsgrad in % 96,58 94,32 93,84 90,08 83,40 


Beim Saft aus dem im Wachstum begriffenen Rohr tibt, wie die 
Versuche in Tabelle I zeigen, die Verminderung des Stickstoffgehalts 
auf die Vergairung der Zuckerarten im Saft keinen so bedeutenden 
EinfluB aus. 
erhitzten Wipfelsaft kraftiger vergairt als den Wurzelsaft, obwohl durch 
Erhitzen der Stickstoffgehalt des Saftes aus dem Wipfel unter den- 
jenigen des Saftes aus der Wurzel herabgesetzt wird. 


Bemerkenswert ist dabei die Tatsache, da} die Hefe den 


2, Liehtwirkung auf die Vergirung des Saftes im Zuekerrohr. 


Auf Grund unserer bisherigen Untersuchungen nahmen wir an, 
da im Zuckerrohrsaft eine garungsférdernde Substanz vorhanden 
ist und daB diese Substanz ein Phytohormon sein mu. Es wird allge- 
mein angenommen, da die Bewegung des Wuchsstoffes in der Pflanze 
durch Licht beeinfluBbt Wir haben daher einen noch im Feld 
stehenden Zuckerrohrstengel der Lange nach zerschnitten, getrennt 
gepreBt und die Vergirbarkeit der erhaltenen Safte untersucht. 

Wie aus Tabelle II ersichtlich ist, 
der Vergarbarkeit des Saftes aus dem schattigen Teil des Stengels und 
der des Saftes aus dem sonnigen Teil durch den Unterschied der oben 


wird. 


kann die Differenz zwischen 


angefiihrten Eigenschaften dieser beiden Safte nicht erklart werden. 
Die Tatsache, daB der Saft aus dem schattigen Teil durch die Hefe 
etwas leichter vergoren wird, stiitzt unsere Annahme, daB der garungs- 
beschleunigende Stoff im Zuckerrohr eine Art Phytohormon ist. 
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Tabelle II. 





13 Monate altes Zuckerrohr. Rasse: 2725 POJ 


Oberer Teil Mitte Unterer Teil 
des Stengels des Stengels des Stengels 


Saft Saft Saft Saft Saft Saft 
aus dem ausdem aus dem ausdem aus dem aus dem 
schattigen sonnigen schattigen sonnigen schattigen sonnigen 

Teil Teil Teil Teil Teil Teil 


Saft vor dem Vergaren. 
Grade Balling 19,82 19,56 21,99 21,46 é 20,62 
Gesamtzucker in % .... 18,26 18,20 20,48 | 20,36 p 19,26 
Invertzucker in % ..... 2,21 2,32 1,62 1,75 5¢ 1,69 
Rohrzucker in % 15,25 15,09 17,92 17,68 69 16,70 
Gesamtstickstoff in % .. 0,074 0,075 0,064 0,063 0,064 
Asche in % 0,32 0,31 0,34 0,34 - 0,32 
5,4 5,4 4,3 4,3 5,7 
Vergérung des Saftes. 
Gesamtgarzeit in Std... 120 144 192 192 168 
Entstandener Alkohol in 
Volum-% 10,67 10,45 10,08 9,73 10,58 10,25 
Entwickelte Kohlensaure : 
in g 4,84 4,77 4,22 4,12 4,28 
Vergarungsgrad in % .. 91,00 88,86 76,42 74,26 85,01 


3. Verbreitung der girungsférdernden Substanz im Zuckerrohr. 


Nach unseren Erfahrungen Scheint der obere Teil des Zucker- 
rohrstengels eine besondes groBe Menge einer garungsférdernden Sub- 
stanz zu enthalten. 


Um dies festzustellen, haben wir den Stengel eines 18 Monate alten 
Zuckerrohres in drei Teile geteilt, bei etwa 90° getrennt getrocknet und 
dann mit absolutem Alkohol extrahiert. Der Alkoholextrakt wurde filtriert, 
die klare Lésung eingedampft und der Riickstand in einer kleinen Menge 
Wasser aufgenommen. Zu 50cem Saft aus iiberreifem Zuckerrohr wurde 
leem dieser wiasserigen Lésung hinzugefiigt, auf die erhaltene Mischung 
die Hefe iibergeimpft und der Verlauf der Giarung beobachtet. 


Tabelle III. 





Gesamt- Entstandener Entwickelte 
Zusatz giirzeit Alkohol Kohlensiure 
in Std. in Volum-°/9 in g 


Vergirungsgrad 
in 0 0 


Praparat aus dem oberen 

Teil des Stengels 144 5,69 2,28 76,58 
Praparat aus der Mitte 

des Stengels 144 4,54 1,82 61,10 
Praparat aus dem unteren 

Teil des Stengels..... 144 4,69 ve 63,12 
Ohne Zusatz 168 4,31 ; 58,00 


Aus Tabelle [LI] geht hervor, dai das aus dem oberen Teil des 
Zuckerrohrstengels hergestellte Praparat die stairkste girungsfordernde 
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Wirkung besitzt. In einem anderen Versuch haben wir aus dem ganzen 
Stengel des unreifen, etwa 5 Monate alten Zuckerrohrs in der oben- 
erwihnten Weise ein alkohollésliches Priparat bereitet und gefunden, 


daB dieses Praparat noch eine etwas grébere Menge Wirkstoff enthiilt 


als dasjenige aus dem oberen Teil des reifen oder des iiberreifen Rohr- 
stengels. Auch diese Befunde sprechen fiir unsere Vermutung, dab 
eine wuchsstoffartige Substanz im Zuckerrohr fiir die gérungsférdernde 
Wirkung verantwortlich ist. 


4, Isolierung einer kristallinischen girungsfordernden Substanz 
aus dem Zueckerrohr. 


Die obenerwaihnten Versuche zeigen, daB der im Wachstum be- 
griffene Stengel an gaérungsbeschleunigendem Stoff besonders reich ist. 
Nach einer Reihe von Vorversuchen konnten wir aus dem unreifen 
Zuckerrohr auf folgende Weise eine kristallinische Substanz isolieren, 
welche die alkoholische Garung der Hefe férdert. 


27 kg des 5 Monate alten Zuckerrohrstengels (Rasse 2725 POJ) wurden 
in kleine Stiicke geschnitten, bei etwa 100° getrocknet und dann bei Zimmer- 
temperatur mit absolutem Alkohol extrahiert. Die alkoholische Lésung 
wurde eingedampft, der Riickstand mit Ather behande!t und die erhaltene 
itherische Lésung weiter mit gesattigter Natriumbicarbonatlésung ge- 
schiittelt. Die wasserige Lésung wurde mit Petroleumiather gewaschen, mit 
einer kleinen Menge Alkohol versetzt und dann mit Benzol extrahiert. Der 
Benzolextrakt wurde erst mit Wasser, dann mit 50°,igem Methanol ge- 
schiittelt und die dabei erhaltene wisserige und methanolische Lésung 
zusammen eingeengt. Der Riickstand wurde weiter in Methano!, welches 
1.5% Salzsiure enthielt, aufgenommen, die salzsaiurehaltige Lésung vor- 
sichtig im Vakuum bei 140° destilliert und das Destillat nach dem Einengen 
im Exsikkator zur Kristallisation gebracht. Beim Stehen bei Zimmer- 
temperatur fielen 18 mg viereckige Kristalle aus. Die Wirkung dieser 
Kristalle auf die Gérung wuide in ahnlicher Weise wie bei der dritten 
Versuchsreihe ermittelt. 


Tabelle IV. 





Gesamt- Entstandener Entwickelte 
Zusatz girzeit Alkohol kK ohlensiiure 
in Std. in Volum-? in g 


Vergirungsgrad 
in ‘ 


) 


4 mg Kristalle 7,08 2,69 92,92 
4 mg Kristalle + 25 mg 

Ammonsulfat : 7,25 2,81 95,02 
25 mg Ammonsulfat .... d 6,31 2,44 83,62 
Ohne Zusatz 4,38 1,65 57,40 


Durch diese Versuche wurde einwandfrei festgestellt, da®~ im 
Zuckerrohr eine Substanz vorhanden ist, die eine starke garungs- 
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beschleunigende Wirkung aufzuweisen hat. Diese kristallinische Sub- 
stanz beférdert auch den Hefezuwachs: Wahrend beim Versuch ohne 
Zusatz von Kristallen nur 0,22 cem Hefe erhalten wurden, betrug die 


Hefemenge beim Zusatz von Kristallen 0.54 cem. 
Natur dieser Kristalle und ihre Verhaltnisse zum Faktor Z oder zu 
den Bios-Wuchsstoffen [vgl. (3) bis (6)] wollen wir in einer spiteren 
Mitteilung berichten. 
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Zur Kenntnis der Bestimmung des Vitamins B, 
(Lactoflavin) in Hefe. 
Von 
F. Reindel und 0. Fleischmann. 
(Aus dem Institut fiir landwirtschaftliche Technologie Weihenstephan. ) 
(Eingegangen am 18. Februar 1939.) 


Mit | Abbildung im Text. 


In einer friiheren Arbeit (1) hatten wir die Fahigkeit der Hefe zur 
Synthese des Provitamins D bei Ziichtung derselben nach dem Zulauf- 
liiftungsverfahren unter genau festgelegten Ernahrungsbedingungen 
studiert. Die Ubertragung dieser Arbeitsweise auf die beiden wichtigsten 
Vitamine der Hefe, Vitamin B, und Bg, erforderte zunachst den Ausbau 
einer fiir Reihenanalyse geeigneten Bestimmungsmethode. Wir wandten 
uns zunachst dem Vitamin B, zu, fiir das eine quantitative rein chemische 
Bestimmungsmethode bekannt war. Diese zuerst von 0. Warburg und 
W. Christian (2) in Anwendung auf die Farbstoffkomponente des gelben 
Ferments angegeben, von R. Kuhn, Theodor Wagner-Jauregg und Hans 
Kaltschmitt (3) auf das Lactoflavin angewandt und in ihrem Chemismus 
aufgeklart, beruht bekanntlich darauf, dag das wasserlésliche Lacto- 
flavin Cy;Ho)N,O, bei Bestrahlung mit einer starken Lichtquelle in 
alkalischer Lésung unter Absplitterung der Riboseseitenkette in das 
Lumilactoflavin C,,H,.N,0, iibergeht, das nach Anséuern der Lésung 
in Chloroform aufgenommen und im Stufenphotometer quantitativ 
bestimmt werden kann. Der Vorteil dieser Methode liegt darin, dab 
der Ubergang des wasserléslichen Vitamins in das chloroformlésliche 
Bestrahlungsprodukt eine fiir Lactoflavin spezifische Reaktion darstellt, 
so daB im allgemeinen zeitraubende Vorreinigungen der Extrakte aus 
Hefe in Wegfall kommen kénnen. An sich ist sehr wohl auch die direkte 
kolorimetrische Bestimmung des Lactoflavins méglich und in der 
Literatur auch beschrieben (4). Sie erfordert jedoch immer eine vorher- 
gehende Reinigung des Vitamins durch Adsorption und Elution, was 
nach unserer Erfahrung stets mit Verlusten verbunden ist. Aus diesem 
Grunde haben wir die Umwandlung in Lumiflavin und die Bestimmung 
in dieser Form vorgezogen. 

Die von anderen Autoren zur Belichtung der alkalischen Vitamin 
lésung verwendeten Apparate sind meist gar nicht, bisweilen nur kurz 
beschrieben (3). 
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Im folgenden ist die von uns neu aufgebaute, fiir viele Bestimmungen 
verwendete Vorrichtung, die sich ausgezeichnet bewahrte, im Quer- 
schnitt wiedergegeben. 


Die zur Belichtung vorbereitete Vitaminlésung befindet sich in dem 
auf einem Holzsockel A aufgestellten Glastrog B, der je nach der Menge 
der Vitaminlésung verschiedene Abmessungen haben kann. Dieser Be- 
lichtungstrog ist oben durch eine aufgelegte mit Schliff versehene Glasplatte 
abgeschlossen, durch die mit Hilfe von Gummistopfen ein Thermometer C 
und eine Glasspirale D zum Durchleiten von Kiihlwasser fiihrt. Als eigent 
liche Lichtquelle dienen zwei Hundertwattlampen E, die, auf zwei Stativen 
befestigt, samt den zugehérigen reflektierenden Metallschirmen F horizontal 
und vertikal verschoben werden kénnen. G sind zwei Schalter. Das ganze 
ist auf einem Grundbrett aufgebaut. 

















Abb. 1, 


Durch systematische Versuche hat sich ergeben, dal sich bei 
unserer Anordnung nach einer Bestrahlungszeit von 2 Stunden ein 
Héchstwert der Lumiflavinkonzentration ergibt. Wir haben auch 
Versuche mit dem Licht der Quarzlampe durchgefiihrt. Sie ergaben, 
daB zwar die Bestrahlungszeit wesentlich kiirzer gehalten werden kann 
(etwa eine halbe Stunde), daB sich aber im iibrigen keine besonderen 
Vorteile ergeben. Die Tatsache, daB wir bei einer Bestrahlungsdauer von 
mehr als 2 Stunden abnehmende Werte fiir Lumiflavin erhielten, zeigt, 
daB die Uberfiihrung des Lactoflavins in Lumiflavin mit Verlusten 
verbunden ist, worauf schon R. Kuhn und Mitarbeiter (3) und andere 
Forscher hingewiesen haben. 

Diesen Verlust haben wir quantitativ bestimmt, da die Extinktions- 
konstante A fiir reines Lumiflavin und die Wellenlange der starksten 
Absorptionsbande von 4450 A von 0. Warburg zu K = 2,557 . 107 
bekannt war, wobei von den Verfassern K nach der Formel: 


K 


Jo. 
J 


Schichtdicke in cm: ¢ = g-Mol/ccm) berechnet worden ist. 


(FE = In 


J, eingestrahites Licht, J durchgehendes Licht; d 








einer 
Wasi 
einer 


spric 
ergit 
diese 
einel 
schic 
yon 

Mit 

10 


der 
Mol 


losu 
opt! 
Ver 
Ber 
flav 
wir 
mit 
nie 


He 
dur 
lés 
Tre 
(Cl 
mi 
am 
vo 
au. 
he 
fla 
De 
un 


de 


0, 
un 











Bestimmung des Vitamins B, (Lactoflavin) in Hefe. 101 


Bei unserer Bestimmung der eintretenden Verluste gingen wir von 
einer wasserigen Lésung reinen Lactoflavins aus, die 15 mg pro 1000 cem 
20N 4, 376 
einer molaren Konzentration von c 0,399 - 10-7 Mol pro cem ent- 
spricht. Da 1 Mol Lactoflavin bei der Bestrahlung 1 Mol Lumiflavin 


Wasser enthielt, was bei einem Molekulargewicht C,,H 


ergibt, hatten wir bei quantitativer Uberfiihrung nach der Bestrahlung 
dieselbe Konzentration an Lumiflavin finden miissen. Die von uns mit 
einem Spektrographen mit Monochromatoreinrichtung und Selensperr- 
schichtzelle bei einer Wellenlange von 4470 A und einer Schichtdicke 
von d 3,002 cm bestimmte Extinktion ergab # In 6,95 1,94. 
Mit Hilfe der Extinktionskonstante A fiir reines Lumiflavin K 2 557 
- 10% ergibt sich die gefundene molekulare Konzentration ¢ zu 
E 1,94 lyr Ph anal : 
c K-d 2 557 - 3.002 - 10> ‘g Mol/cem 0.2527 -10 ‘ Mol/cem, 


‘gv. 
= 


der Verlust betrug demnach: (0,399 —- 0,253) - 10-7 0.146 - 10 
Mol /eem 36,5. 

Mit dem gleichen Spektrographen haben wir gepriift, ob Chloroform. 
l6sungen von Lumiflavin, erhalten durch Bestrahlung von Hefeausziigen, 
optisch rein sind, oder ob sie feststellbare Mengen anderer absorbierender 
Verbindungen enthielten. Durch Bestimmung der Extinktionen im 
Bereich von 4070 bis 4980 A und Vergleich mit den aus reinen Lacto- 
flavinlésungen hergestellten Chloroformlésungen des Lumiflavins stellten 
wir fest, daB beide Absorptionskurven parallelen Verlauf zeigten, 
mithin nachweisbare auf die Lichtabsorption wirkende Verunreinigungen 
nicht zu finden waren. 

Fiir die eigentlichen Reihenbestimmungen des Vitamins B, in 
Hefe stand ein Zeisssches Stufenphotometer zur Verfiigung, bei welchem 
durch die Trommelablesung der durch die Absorption der Chloroform- 
lésung von Lumiflavin sich ergebende Wert / unmittelbar an der 
Trommel in °,. der Lichtdurchlassigkeit des reinen Lésungsmittels 
(Chloroform) abgelesen werden konnte. Gemessen wurde die Absorption 
mit dem Filter S 47 4700 A. Fiir die Zwecke unserer Arbeit war es 
am vorteilhaftesten, Eichkurven oder Eichtabellen aufzustellen, die, 
von reinen Lactoflavinlésungen bekannter Konzentration ausgehend, 
auf Grund der gemessenen prozentualen Lichtdurchlassigkeit der daraus 
hergestellten Lumiflavinlésungen unmittelbar die entsprechende Lacto- 
flavinkonzentration unserer Hefeextrakte zu bestimmen gestatteten. 
Dabei ist die Annahme gemacht, daB bei Aufarbeitung der Extrakte 
unter gleichen Arbeitsbedingungen dieselben Verluste eintreten wie bei 
den Standardlésungen etwa gleicher Konzentration. 

Wir gingen von vier Lactoflavinstandardlésungen aus, die 1,25, 0,832, 
0,625, 0,416 mg Lactoflavin in 50cem Wasser enthielten. Nach der in 
unserer Apparatur in n/2. NaOQH-Lésung vorgenommenen zweistiindigen 
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Bestrahlung (Temperatur nicht iiber 20°C) wurde mit Essigsaure angesiiuert, 
das gebildete Lumiflavin in Chloroform iibergefiihrt und diese Lésung nac! 
dem Trocknen mit Natriumsulfat auf genau 50 cem abdestilliert. Von diese 
Chloroformlésung wurde die prozentuale Lichtdurchlassigkeit J bei v 
schiedenen Schichtdicken im Stufenphotometer bestimmt. 


Die MeBergebnisse sind in folgender Tabelle zusammengefaBt : 





Konzentration mg Lactoflavin in 50 cem Wasser 
Schicht- 


dicke “1,25 0,832 0,625 0,416 1,25 0,832 0,625 0,416 
cm J Zugehorige K-Werte 
3,002 4,8 7,78 15,15 28,47 0,3515 0,4364 0,4367 0,4369 


2,006 8,37 18,65 28,32 43,19 0.4296 0,4370 0,4370 0.4370 
1,003 28,32 43,20 53,22 64,80 0.4370 0,4368 0,4369 06,4521 
0,498 52,26 65,9 72,21 82,20 0,4527 0,4371 0,4543 0,4109 


Mittlere K-Werte:  0,4177 | 0,4119 0,4412 0,4342 


Diese Werte in Kurvenform aufgetragen (Lactoflavinkonzentration 
als Abszisse, Trommelablesung als Ordinate) gibt schon fiir viele Fille 
eine geniigend genaue Bestimmung des Vitamins B, durch Abnahme 
der Werte aus den Kurven. 

Wir fanden es praktischer, aus Schichtdicke (d em), Konzentration 

100 
(c mg Lactoflavin in 50 cenr Wasser) und Extinktion / log 


aus obigen zw6lf Messungen die zugehérigen AK-Werte (rechter Teil der 
Tabelle) und aus je vier dieser K-Werte, die zur gleichen Konzentration 
gehoéren, einen mittleren K-Wert zu errechnen. 

Mit Hilfe dieser vier mittleren A-Werte kann man zu einer ver- 
wendeten Schichtdicke Eichtabellen berechnen nach 
100 
J 
K-d 


og 


wobei fiir die prozentuale Durchlassigkeit ./ der Reihe nach Zahlen 20. 
21, 22, ... bis 70 (giinstigster Ablesebereich des Instruments) eingesetzt 
werden. Die so erhaltenen Eichtabellen gestatten fiir eine bei der 
Messung erhaltene Trommelablesung fiir die verwendete Schichtdicke 
unmittelbar die mg Lactoflavin zu entnehmen. Durch Anwendung 
verschiedener Schichtdicken hat man es in der Hand, innerhalb des 
giinstigsten Ablesebereichs zu bleiben. 

Mit Hilfe dieser Eichtabellen haben wir nunmehr Lactoflavin- 
bestimmungen in Hefe vorgenommen. Auf Grund vieler Vorversuche 
hat sich folgende Behandlungsweise am besten bewahrt: 


200 g Hefe (etwa 25°, Trockensubstanz) werden mit 200 ccm 
Wasser 10 Minuten lang ausgekocht und von der Hefe durch Zentri 
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fugieren getrennt, mit n/2 Natronlauge alkalisch gemacht und weiter 
behandelt, wie vorher bei der Uberfiihrung des reinen Lactoflavins 
beschrieben. 

Es sei noch hervorgehoben, da sich die Chloroformlésungen von 
Lumiflavin lange Zeit unverandert halten. Messungen, die nach 8 Wochen 
wiederholt wurden, gaben dieselben Werte. Bevor wir diese Behand- 
lungsmethode anwendeten, haben wir umfangreiche Vorversuche mit 
yeringeren Hefemengen (50 g) ausgefiihrt. Das Ergebnis dieser Ver- 
suche ist: 

1. Langere Kochdauer bewirkt deutlichen Riickgang der Vitamin- 
werte. Auf 1 kg Hefetrockensubstanz (Brennereiheferasse W,, Weihen- 
stephan) umgerechnet fanden wir bei einer Kochdauer von: 





Rasse W, Rasse W, 
Friihjahr 1938 Herbst 1938 
RO) Mieke. exe 19,38 mg Lactoflavin 26,03 mg Lactoflavin 
eee 8,28 ,, 9 p.: §, a ‘a 
Re see, ars OS 6,76 ,, ‘ie IS,2 ” 


Bei der bekannten Stabilitat des Vitamins B, gegen Kochtem- 
peratur ist dieses Ergebnis tiberraschend. 

2. Ausziehen mit verdiinnten Saéuren (n/100 HCl; n/100_ Essig- 
siure statt Wasser) veranderte die Lactoflavinwerte kaum. Die Los- 
lésung der Eiwei8komponente im gelben Ferment der Hefe vom Lacto- 
flavin wird in Ubereinstimmung mit den Angaben von 0. Warburg und 
W. Christian (2) schon durch Erwarmen mit Wasser erreicht. 

3. Absorption des Lactoflavins mit Bleiacetat und Elution mit 
verdiinnter Schwefelsiure und darauffolgende Uberfiihrung in Lumi- 
flavin ist immer mit erheblichen Vitaminverlusten verbunden. 

Nach diesen Vorversuchen haben wir zu einer bestimmten Gewichts- 
menge Hefe von bekanntem Lactoflavingehalt eine genau bekannte 
Gewichtsmenge reinen Lactoflavins zugesetzt, um zu priifen, ob wir 
diese zugesetzte Menge wiederfinden. Das Ergebnis zeigt folgende 
Tabelle : 





200 g Hefe 
(25 °/9 Trocken- Zugesetzt 
substanz) mg Lactoflavin 
mg Lactoflavin 


Gefunden 
insgesamt 
mg Lactoflavin 


Berechnet 


mg Lactoflavin Differenz 


0,710 0,250 0,949 0,960 ~ 0,011 
0,710 0,500 1,218 1,210 -+- 0,008 


Die Streuung der Bestimmungsmethode wurde nunmehr an einer 
Hefe (obergirige Brennereihefe Rasse W,) bestimmt, indem durch sechs 
Bestimmungen in je 200 g derselben Hefe (25°,, Trockensubstanz) der 

z d eS a 
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Lactoflavingehalt wie vorher beschrieben ermittelt wurde und dix 
Werte auf 1 kg Hefetrockensubstanz umgerechnet wurden: 

lkg der Hefetrockensubstanz enthielt: 
Erste Hefe: 16,1] 14.6 16.0 16.8 14.5 om, 


Mittelwert: 16,02 + 0.15 mg. 
Zweite Hefe: 13.3 13.1 13.6 13.0 14.0 1: 


Mittelwert: 13.4 — 0.014 mg. 


Wir danken zum SchluB8 der I. G. Farbenindustrie (Werk Elberfeld 
fiir das uns iiberlassene reine Lactoflavin und Herrn Professor Dr. Scheily 
(Technische Hochschule Miinchen) fiir die Genehmigung zur Benutzung des 
Spektrophotometers. Das fiir die Messungen benutzte Pulfrich-Stufen.- 
photometer ist uns von der Deutschen Forschungsgemeinschaft zur Ve 
fiigung gestellt worden, wofiir wir auch an dieser Stelle unseren Dank zun 
Ausdruck bringen. 


Literatur. 
1) F. Reindel, K. Niederlinder u. R. Pfundt, diese Zeitschr. 291, 1, 
1937. — 2) Ebenda 266, 377, 1933. — 3) Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 67. 
1454, 1934. — 4) A. Emmerie, Zeitschr. f. Vitamin-Forsch. 7, 244, 1938. 
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Kin neues lichtelektrisches Kolorimeter’. 
Von 
RK. Havemann. 
(Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitat Berlin.) 
(Hingegangen am 15. Marz 1939.) 


Mit 5 Abbildungen im Text. 


Wegen ihrer Schnelligkeit und Einfachheit erfreuen sich die kolori- 
metrischen Methoden in allen Zweigen der analytischen Praxis und 
besonders bei physiologischen und medizinischen Untersuchungen 
standig steigender Beliebtheit. Allen kolorimetrischen Methoden, die 


sich des Auges zum Vergleich zweier Helligkeiten bedienen und das 
ist heute noch die tiberwiegende Mehrzahl —, ist aber eine Genauigkeits- 


grenze gezogen, die das Anwendungsgebiet der Kolorimetrie bisher 
stark einschrankte. Mit dem Auge lassen sich bei Anwendung von 
monochromatischem Licht geniigender Helligkeit im giinstigen Spektral- 
bereich (5000 bis 6500 A) eben noch Helligkeitsunterschiede erkennen, 
die einem Konzentrationsunterschied von etwa 2 bis 3°,, entsprechen. 
Abgesehen von dieser hohen Fehlerbreite, die sich iibrigens bei indirekten 
Verfahren auch iiber das fiir klinische Untersuchungsmethoden zulassige 
MaB vergr6Bert, hat die visuelle Kolorimetrie noch die Nachteile einer 
jeden subjektiven Methode: Die Ergebnisse zweier verschiedener 
Beobachter weichen in der Regel mehr voneinander ab, als die Streuung 
der Ergebnisse jedes einzelnen betragt. Seit dem ersten Bekanntwerden 
lichtempfindlicher elektrischer Systeme hat es darum nicht an Be- 
miihungen gefehlt, die MeBgenauigkeit iiber die Grenze des Auges zu 
steigern und den Ubergang von der subjektiven zur objektiven Kolori- 
metrie zu erreichen. Erst seit der Entwicklung der modernen licht- 
elektrischen Zellen hoher Konstanz und Lichtempfindlichkeit sind 
brauchbare Lésungen dieser Aufgabe bekannt geworden. 

Bei der Konstruktion lichtelektrischer Kolorimeter sind in erster 
Linie zwei Schwierigkeiten zu iiberwinden: Die Inkonstanz der Licht- 
quellen und die Inkonstanz der Lichtempfindlichkeit der Photozellen. 

Die einfachsten lichtelektrischen Kolorimeter, die aus einer Licht- 
quelle und nur einer Photozelle in festem Abstand bestehen, miissen 
sehr konstante Lichtquellen und Photozellen benutzen, um einiger- 
maBen zufriedenstellend zu arbeiten. Betragt z. B. der Photostrom bei 


' Deutsche Reichspatente angemeldet seit dem 10. Dezember 1936: 
3. Juli 1937; 10. Januar 1939. 
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ungeschwachter Belichtung 100 uA und bei Einschaltung der licht 
schwachenden Schicht 80 wA, so wird eine Helligkeitsschwankung von 
10°... wie sie an normalbelasteten Netzen durchaus iiblich ist, einen 
Kehler von — 50 baw. + 30°, des eigentlichen MeBwertes von 20 uA 
bewirken !, 

Um diesen groben EinfluB der Helligkeitsschwankungen zu ver 
mindern, ist man vielfach den Weg gegangen, zwei Photozellen in 
Kompensationsschaltung durch die gleiche Lichtquelle zu belichten 
Sind beide Zellen elektrisch genau kompensiert, so treten am ver 
gleichenden Nullinstrument auch bei schwankender Helligkeit de: 

’ Lichtquelle keine Schwankungen mehr 

MeB- yp. Focte Vorglits- auf. Bringt man nun in den Strahlen- 

eel oe T zelle gang der einen Zelle eine lichtschwachende 

= Schicht, so entsteht am Nullinstrument 

ein Ausschlag, dessen GréBe durch das 
Ma} der Lichtabschwachung, die Em- 
pfindlichkeit des MeBinstrumentes und 
die Empfindlichkeitscharakteristik der 














) Photozellen bedingt ist. AuBerdem ist 
—— ee 
Uj, . - o. 
Mullinstrument aber —— was bisher 6fter iibersehen wurde 
Abb. 1. Lichtelektrisches Kolori- Rita es E a" 
ier ah eethiie: Sane dieser Ausschlag noch direkt  pro- 
sation der Vergleichszelle. portional der Helligkeit der verwendeten 


Lichtquelle und demnach bei Schwan- 
kungen der Helligkeit entsprechend inkonstant. Immerhin hat man 
erreicht, dafBS die Schwankungen des MeBergebnisses nicht gr6éBer sind, 
als die Helligkeitsschwankungen der Lichtquelle. Wird die Licht- 
quelle an einem normalen Netz betrieben, so bewirken die iiblichen 
Spannungsschwankungen von etwa 3°,, wegen der steilen Charakteristik 
moderner hochgeheizter Glithlampen Helligkeitsschwankungen bis zu 
etwa 10°... Lichtelektrische Kolorimeter dieser Bauart sind deshalb 
nicht geeignet, exakte visuelle Kolorimeter zu ersetzen?. 

Um diesen st6renden EinfluB von Helligkeitsschwankungen vollig 
auszuschalten, ist man gezwungen, die Photozellen nicht nur bei der 
Kinstellung des Nullpunktes, sondern auch bei der Messung zu kom- 
pensieren. Dies kann z. B. dadurch geschehen, dai man einen der 
Ableitwiderstinde variabel macht. Man kann dann diesen Widerstand 
direkt in Extinktionswerten oder dg]. eichen. Ein besserer Weg ist die 
Kinschaltung einer geeichten, variablen Blende zwischen Lichtquelle 
und Vergleichszelle (Abb. 1). Wird das Licht, das auf die MeBzelle fallt, 


' Nach diesem Prinzip arbeiten das Kolorimeter von Hellige und das 
von K. A. Evelyn, J. of biol. Chem. 115, 63, 1936, beschriebene Instrument 
der Firma Rubikon. — ® Z. B. das Kolorimeter von B. Lange; B. Lange, 
Zeitschr. f. techn. Physik 18, 600, 1932. 
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um einen bestimmten Bruchteil 4A geschwacht, so muB man das auf 
die Vergleichszelle fallende Licht mit Hilfe der geeichten Blende um 
einen Bruchteil B schwachen, um am vergleichenden Nullinstrument 
wieder Nullstellung zu erreichen. A und B sind nur dann gleich groB, 
wenn die Charakteristiken der beiden Photozellen iibereinstimmen und 
beide Zellen von der gleichen Helligkeit getroffen werden. 

Die Charakteristiken von Photozellen sind je nach deren Bauart 
von verschiedenen Faktoren abhangig. Bei Vakuumphotozellen bzw. 
den modernen gasgefiillten Zellen ist die an der Zelle liegende Saug- 
spannung von entscheidender Bedeutung. Diese Spannung mu auber- 
dem noch sehr genau konstant gehalten werden. Bei den Sperrschicht- 
photozellen, die den groBen Vorteil haben, daB man keine Hilfsstrom- 
quellen benédtigt, hangt der Verlauf der Charakteristik, abgesehen von 
den individuellen Eigenschaften der Zelle, stark von der GréBe des 
Arbeitswiderstandes ab. 4 und B sind also praktisch nie gleich grof. 
Ks ist demnach zwecklos, vor der Vergleichszelle eine optisch richtig 
geeichte Blende als MeBblende zu benutzen. Wegen des nicht gerad- 
linigen Verlaufs der Photozellencharakteristiken gilt die Eichung einer 
solechen Blende auch nur fiir einen bestimmten Helligkeits- und Wellen- 
langenbereich !. 

SchlieBlich unterliegen die Charakteristiken von Photozellen auch 
unter ganz konstanten duBeren Bedingungen stetigen Veranderungen. 
Eine optische oder elektrische Eichung, die heute richtig ist, kann 
schon am nachsten Tag mehr abweichen, als die Genauigkeit der Ein- 
stellung des Kompensationspunktes betragt. Dieser schwer kontrollier- 
bare: EinfluB der Schwankungen und Anderungen der Photozellen- 
charakteristiken, der eine standige Nachkontrolle der Eichkurven not- 
wendig macht, schaltet solche Methoden fiir den praktischen Gebrauch 
aus. Dieser Einwand gilt natiirlich auch fiir die anderen hier bisher 
beschriebenen MeBprinzipien, doch pflegen dort die durch Helligkeits- 
schwankungen hervorgerufenen Fehler so groB zu sein, daB die Ande- 
rungen der Charakteristiken nicht bemerkbar sind. 

Dieser st6rende Einfluf8S der Veranderlichkeit der Photozellen- 
charakteristiken riihrt offensichtlich daher, das je nach der Grébe der 
zu messenden Lichtdurchlassigkeit verschieden groBe Helligkeiten auf 
die Photozellen einwirken. Der unerwiinschte EinfluB der Zellen- 
charakteristik auf das MeBergebnis wird bei der in der Folge beschriebenen 


' Z. B. der Absorptionsmesser nach Perfect, beschrieben in Anderson, 
Photoelectric Cells, London 1930, 8S. 180; H.Hartmanns Kolorimete 
(Ergebn. d. Physiol. 39, 413, 1937), das mit der ziemlich konstanten Hg- 
Dampflampe arbeitet, bildet den Ubergang zwischen den nur im Nullpunkt 
kompensierten und den vollkommen kompensierten Typen. 
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Konstruktion dadurch vollkommen ausgeschaltet, das Nullpunkts 
einstellung und Messung am selben Punkt der Zellencharakteristik 
stattfinden. Dies wird dadurch erreicht, da die geeichte Lichtab 
schwachungsvorrichtung nicht vor der Vergleichszelle, sondern vor 
der MeBzelle angeordnet ist. Als geeichtes Lichtabschwachungsmitte! 
kénnen die verschiedensten Vorrichtungen benutzt werden, wie etwa: 
Blenden, Graukeile, verlaufend geschwarzte Filme, gekreuzte Nicols usw, 
Bei der hier beschriebenen Ausfiihrung des Prinzips wurde ein Ver 
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Abb. 2. Schematischer Aufbau des neuen Kuletionten. 
fahren angewendet, das sich durch besonders gute Konstanz und exakte 
Reproduzierbarkeit auszeichnet: Zur geeichten Regelung der auf die 
Photozelle treffenden Helligkeit wird deren Abstand von einer Milch- 
glasscheibe variabel gemacht. 

Das Prinzip der Anordnung jst in Abb. 2 dargestellt: Die Licht- 
quelle (Gliihlampe, Natriumlampe oder Quecksilberlampe) beleuchtet 
die beiden Milchglasscheiben S, und S,. (Durch die Milchglasscheiben 

wird zugleich eine diffuse Ausleuchtung der Photo- 

Z; L zellen bewirkt, so da} der EinfluB der Empfindlich- 
keitsunterschiede der verschiedenen Flachenele- 
mente der lichtempfindlichen Flaiche ausgeschaltet 
wird.) Hinter S, ist eine durch Feintrieb ver- 
stellbare Blende angebracht, mit deren Hilfe die 
auf die Vergleichszelle S, fallende Helligkeit zum 
Zwecke der Nullpunktseinstellung reguliert werden 
kann. Die Milchglasscheibe 8, bildet den Abschlufs 
eines Rohres, in welchem die Mebzelle Z, mittels 
7 eines geteilten Triebes hin und her bewegt werden 
ey kann. Zwischen S, und der Lichtquelle befindet 
gage hn nr sich die Kiivette mit der Lésung, deren Licht- 





durchlassigkeit gemessen werden soll. Die beiden 
Photozellen Z, und Z, (Sperrschichtzellen) sind gemaB der in Abb. 3 
dargestellten Schaltung mit einem Nullinstrument verbunden, dessen 
Empfindlichkeit etwa 10-6 bis 10-7 Amp. Skalenteil betragt. Durch 
die beiden parallel den Photozellen liegenden Widerstande R, und R, 
wird verhindert, daB die jeweils tiberkompensierte Zelle vom Strom 
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der anderen in falscher Richtung durchflossen wird. Das Nullinstrument 
wird tiber den Taster 7' eingeschaltet, der es in seiner Ruhestellung 
iiber den aperiodischen Grenzwiderstand R, kurzschlieBt. 

Die Ausfiihrung der kolorimetrischen Messungen gestaltet sich in 
folgender Weise: Die MeBzelle wird in ihre Endstellung an dera der 
Milchglasscheibe S, gegeniiberliegenden Rohrende gebracht und die 
mit Lésungsmittel gefiillte Kiivette in den Kiivettenhalter eingesetzt. 
Durch Verstellen der Blende auf der Vergleichszellenseite wird Kom- 
pensation der beiden Photozellen herbeigefiihrt. Nun wird an Stelle 
des Lésungsmittels die zu untersuchende Farbstofflésung in die Kiivette 
eingefiillt. Infolge der Lichtabsorption der Lésung vermindert sich die 
von der Milchglasscheibe S, auf die MeBzelle ausgestrahlte Licht- 
intensitat. Nun bewegt man bei unveranderter Einstellung der Ver- 
gleichszelle die MeBzelle mittels des geteilten Triebes auf die Milchglas- 
scheibe zu, bis sie sich in einem solchen Abstand von derselben befindet, 
da sie wieder von der gleichen Lichtintensitat beleuchtet wird, wie bei 
der Nulleinstellung. Dies wird daran erkannt, da® das Nullinstrument 
nicht mehr ausschlagt. Aus dem an der Trommel des Triebes ablesbaren 
Wert, der dem zuriickgelegten Weg proportional ist, wird an Hand einer 
Kichkurve oder einer Tabelle die Konzentration der Farbstofflésung 
bestimmt. 

Wie man hieraus ohne weiteres erkennen kann, ist die Eichkurve 
dieses Kolorimeters ganz unabhangig von der Empfindlichkeit und det 
Empfindlichkeitscharakteristik der benutzten Photozellen. Die Eich- 
kurve ist vielmehr vollkommen dadurch bestimmt, wie sich die auf die 
Photozelle fallende Lichtmenge in ihrem Relativbetrage andert bei der 
Bewegung der Photozelle in dem Rohre. Wie bei den visuellen Kolori- 
metern das Auge dient hier die Photozelle als reines Vergleichsmittel, 
das nur festzustellen hat, ob eine bestimmte, jeweils vor der Messung 
festgelegte Helligkeit vorhanden ist. Da das Auge (nach dem Gesetz 
von Weber) unabhangig vom Absolutwert der Helligkeit zwei Hellig- 
keiten nur dann noch unterscheiden kann, wenn ihr relativer Unterschied 
einen bestimmten Mindestbetrag tiberschreitet, die Photozelle jedoch 
auf einen bestimmten Mindestbetrag ihres absoluten Unterschiedes 
reagiert, kann man bei Anwendung geniigend heller Lichtquellen 
theoretisch beliebig hohe Genauigkeiten mit dem lichtelektrischen 
Kolorimeter erzielen. 

Mit Hilfe dieses Instruments, dessen Ansicht Abb. 4 zeigt, lassen 
sich in einfachster Weise direkte und indirekte kolorimetrische Be- 
stimmungen mit sehr grober Genauigkeit ausfiihren. Die Genauigkeits- 
grenze liegt unter 0,1°,, des Ergebnisses. Dabei mu} besonders betont 
werden, daB auf Grund der beschriebenen konstruktiven MaBnahmen 
die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse innerhalb der Empfindlichkeits- 
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yrenze der Einstellung des Kompensationspunktes liegt, was bei de: 
anderen Konstruktionen nicht der Fall ist. 

Bei universell anwendbaren visuellen Kolorimetern (doh. bei 
solchen, mit denen man jeden beliebigen Farbstoff kolorimetrisch 
messen kann) arbeitet man bekanntlich mit monochromatischem Licht 
Der hauptsachliche Grund fiir diese MaBnahme ist, daB das Auge nicht 
imstande ist, verschiedenfarbige Helligkeiten exakt zu vergleichen 
Die sogenannten monochromatischen Filter soleher Apparate brauchei 
deshalb auch kein streng monochromatisches Licht durchzulassen 





Abb, 4. Das neue li¢htelektrische Kolorimeter. 


was bei Lichtfiltern iiberhaupt nicht erreichbar ist —, sondern es geniigt, 
wenn das Auge innerhalb des durchgelassenen Spektralstreifens keine 
Farbunterschiede mehr wahrnimmt. Aus diesem Grunde kann man 
bei den mit Filtern arbeitenden visuellen Kolorimetern (z. B. dem Stufen- 
photometer von Zeiss und dem Leifo von, Leitz) oft scheinbare Ab- 
weichungen vom Beerschen Gesetz beobachten, wahrend der unter- 
suchte Farbstoff bei Anwendung von reinem monochromatischen Licht 
dem Beerschen Gesetz streng gehorcht (sogenannte Mischlichtfehler). 
Diese Abweichungen treten besonders dann stark in Erscheinung, wenn 
der Extinktionskoeffizient des Farbstoffes innerhalb des vom Filter 
durchgelassenen Spektralbandes stark von der Wellenlange abhangt. 
Nur bei vélliger Unabbangigkeit des Extinktionskoeffizienten von der 
Wellenlainge innerhalb des vom Filter durchgelassenen Bandes gilt 
das Beersche Gesetz auch fiir nicht rein monochromatisches Licht. 
Dieser Idealfall ist aber angesichts der zum Teil erheblichen Breite der 
,.monochromatischen** Bander sehr selten, so daB eigentlich eine Ein- 
teilung der MeBtrommeln solcher Instrumente in Extinktionseinheiten 
mehr Gefahren als Vorteile mit sich bringt. Fiir wirklich exakte Messun- 
gen wird es immer notwendig sein, in jedem Falle eine besondere Eich- 
kurve anzulegen. Die hierbei dann auftretenden Abweichungen vom 
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Beerschen Gesetz lassen keine Riickschliisse auf eine Konzentrations- 
abhangigkeit des Zustandes der gelésten Molekiile zu. 


Fiir lichtelektrische Kolorimeter werden im allgemeinen erheblich 
hellere Lichtquellen bendtigt als fiir visuelle Kolorimeter. Aus diesem 
Grunde stehen als Lichtquellen zur Erzeugung monochromatischen 
Lichtes vorlaufig nur die Natrium- und die Quecksilberdampflampe 
zur Verfiigung. Wegen der ,,Farbenblindheit’’ der Photozellen ist man 





aber auf monochromatisches Licht nicht angewiesen und kommt von 
wenigen mehr theoretischen Methoden abgesehen — regelmaBig mit 
einer weiBen Lichtquelle aor aes RR 

und einer Reihe von Farb- 8 s 4 
filtern aus. Das von X& 


é Ps s 500 
diesen Filtern bzw. Filter- 


kombinationen durch- 
gelassene Spektralband 


0 


wird man im _ Interesse 00 
einer médglichst guten 
Lichtausnutzung zur Ge- 200 
nauigkeitssteigerung so 
breit wie méglich halten. 100 


Aus dem Gesagten er- 
gibt sich, daB eine Kin- 0 
teilung der MeBtrommel 
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Abb. 5. 
Eichkurve des Kolorimeters in Extinktionseinheiten. 


des hier beschriebenen 
Instruments in Extink- 
tionseinheiten wenig sinnvoll ware. Hinzu kommt aber noch ein prak- 
tischer Grund: Nichtlineare Einteilungen, die nicht einem fiir das be- 
treffende Instrument exakt geltenden mathematischen Zusammenhang 
gehorchen (der sich irgendwie mechanisieren laBt), sind niemals mit der 
gleichen Genauigkeit herzustellen, wie lineare Einteilungen. Aus diesen 
Griinden wurde die MeBtrommel des Instruments in 100 gleiche Teile 
geteilt. Zehn Umdrehungen der MefStrommel, die an einer anderen 
Trommel gezahlt werden, entsprechen dem ganzen Weg, den die Meb- 
zelle zwischen zwei Anschlagen zuriicklegen kann. 


Die durch Messung mittels monochromatischen Lichtes gewonnene 
Kichkurve des Instruments nach Extinktionseinheiten zeigt Abb. 5. 
(Das hierbei benutzte Instrument hatte im ganzen nur 700 Teilstriche.) 
Erstaunlicherweise verlauft die Eichkurve im unteren Teil ziemlich 
geradlinig, was mit dem Gesetz des quadratischen Abfalls der Helligkeit 
im Widerspruch zu stehen scheint. Die Ursache hierfiir ist jedoch darin 
zu suchen, da die Lichtquelle (die Milchglasscheibe) nicht punkt- 
formig ist. 
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Kiniges Grundsitzliches iiber die bei lichtelektrischen Kolorimetery 
anwendbaren kolorimetrisehen Methoden. 

Wegen der ,,Farbenblindheit’’ der Photozellen stehen bei licht 
elektrischen Kolorimetern kolorimetrische Verfahren zur Verfiigung 
wie sie bei visuellen Kolorimetern nicht méglich sind. 

Grundsatzlich kann man unterscheiden zwischen den direkten und 
den indirekten Methoden. 

Bei den direkten Methoden handelt es sich um die Bestimmung der 
Konzentration von Farbstofflésungen, die auBer dem untersuchten 
Farbstoff keine anderen Farbstoffe in variabler Konzentration enthalten. 
Es ist also dabei gleichgiiltig, ob das Lésungsmittel selbst gefirbt ist 


oder die Lésungen irgendwelche anderen Farbstoffe in konstanter 
Konzentration enthalten. Besitzt der zu untersuchende Farbstoff nur 


in einem schmalen Spektralbereich Lichtabsorption, so wird es zweck- 
maBig sein, die iibrigen Teile des Lampenspektrums durch Filter aus- 
zuschalten, da dann die gréBten Ausschlage an der MeBtrommel erreicht 
werden. Absorbiert der Farbstoff mehr oder weniger Licht aller Wellen- 
langen, fiir die die Photozelle empfindlich ist, so wird man zwar durch 
Ausfilterung desjenigen Spektralgebietes, in welchem der Farbstoff 
sein Absorptionsmaximum hat, besonders groBe Ausschlige an der 
MeBtrommel bekommen kénnen. Ein solches Vorgehen ist aber keines- 
wegs zweckmabig. Denn fiir die Genauigkeit der Messung ist die Grébe 
des Trommelausschlages nicht maBgebend. Durch die unnétige Aus- 
filterung wird die auf die Photozelle wirkende Helligkeit und damit auch 
die Genauigkeit der Einstellung der Trommelwerte vermindert. 

Bei den direkten Methoden erreicht man die gr6Bten Genauigkeiten 
der kolorimetrischen Bestimmung. Dafiir nimmt man bei diesen 
Methoden in Kauf, daB sie unspezifisch sind und schon geringe Bei- 
mengungen von Farbstoffen, die nicht erwartet werden, Fehler in den 
Messungen verursachen kénnen. Bei der Mehrzahl der direkten Methoden 
kann man zwar das Auftreten solcher St6érungen sicher ausschlieBen. 

Wegen der groBen Empfindlichkeit des beschriebenen Kolorimeters 
ist sein MeBbereich nicht sehr groB und reicht nur bis zur Extinktion 0,5 
(siehe Abb. 5). Wie auch auf anderen Gebieten der MeBtechnik kann 
man die hohe Empfindlichkeit zur Steigerung der Genauigkeit ausnutzen. 


Normalerweise beginnt die Eichkurve mit der Konzentration Null des 
betreffenden Farbstoffes und reicht dann bis zu einer bestimmten 
oberen Konzentrationsgrenze, bei der Extinktionswerte von etwa 0.5 
erreicht werden. Bezeichnet man etwa diese obere noch mebbare 
Konzentration in irgendwelchen Einheiten mit 100, so heiBt das, dab 
die Eichkurve den Konzentrationsbereich 0 bis 100 umfaBt. Nun 
kommt es sehr haufig vor, daB die zu messenden Farbstoffkonzentra- 
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tionen nicht zwischen 0 und 100, sondern nur zwischen 80 und 100 
schwanken. Es ist dann wiinschenswert, diesen Konzentrationsbereich 
s0 bis 100 auf den gesamten Skalenbereich auszudehnen. Zu diesem 
Zwecke verwendet man dann eine Kiivette der fiinffachen Schichtdicke 
oder wenn méglich die fiinffache Farbstoffkonzentration). Zur Null- 
einstellung wird nun nicht das reine Lésungsmittel verwendet, sondern 
eine Stammlésung der Konzentration 80. Da dann das Instrument 
fiir die Konzentration 80 vorkompensiert ist, reicht der MeBbereich 
nun von 80 bis 100, da die Konzentration 20 in fiinffacher Schichtdicke 
die gleiche Extinktion hat wie die Konzentration 100 in einfacher 
Schichtdicke. 

Zur schnellen und bequemen Einstellung des Nullpunktes und zur 
Kontrolle des Nullpunktes bei einer Serie von Messungen ist es zweck- 
maBig, den sogenannten Kiivettenleerwert zu bestimmen. Man setzt 
hierzu die mit dem reinen Lésungsmittel gefiillte Kiivette ein und 
kompensiert bei Trommelstellung Null. Nun entfernt man die Kiivette 
und ersetzt sie durch eine Grauscheibe geringer Extinktion (Nullwerts- 
grauscheibe). Hierauf sucht man diejenige Trommelstellung auf, bei 
welcher das Nullinstrument wieder Kompensation anzeigt. Den nun 
an der Trommel eingestellten Wert notiert man sich als .,Kiivetten- 
leerwert‘*. Er ist fiir jede Kiivette und je nach Art des Lésungsmittels 
verschieden. Zur Kontrolle der Nulleinstellung braucht man nun bei 
spiteren Messungen unter Verwendung derselben Kiivette nur die Null- 
wertsgrauscheibe einzusetzen und die Trommel auf den Kiivetten- 
leerwert einzustellen. 

Eine wesentliche Erweiterung erfahrt der Anwendungsbereich der 
kolorimetrischen Verfahren durch die indirekten Methoden. Hierdurch 
gelingt es, Farbstoffe auch in solchen Lésungen zu bestimmen, in denen 
andere Farbstoffe in wechselnder Konzentration vorhanden sind. Die in- 
direkten Verfahren griinden sich auf eine spezifische chemische Reaktion 
des zu untersuchenden Farbstoffes, durch welche aus dem Farbstoff 
ein Stoff mit anderer Lichtabsorption gebildet wird. Der Extinktions- 
unterschied vor und nach Eintritt der spezifischen Reaktion ist dann 
unabhangig von der Gesamtextinktion und direkt proportional der 
Konzentration des zu bestimmenden Farbstoffes. 

Ein Beispiel fiir eine solche indirekte Methode ist die von 
R. Stimpfli und W. Wilbrandt! angegebene Methode zur Bestimmung 
von Methamoglobin im Blute. 

Methamoglobin hat bekanntlich die Eigenschaften eines Indikators?. 
Es besitzt deshalb im Sauren eine geringere Extinktion fiir die Natrium- 


1 R. Stimpfli u. W. Wilbrandt, Verhandl. d. Fr. Vereinig. Schweiz. 
Physiol., Juni 1937. * Vgl. z. B. Haurowitz, Zeitschr. f. physiol. Chem. 
138, 68, 1929. 
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D-Linie als im Alkalischen. Dagegen ist die Extinktion des Hamo- 
globins fiir die D-Linie unabhangig vom py der Lésung. 

Die Ausfiihrung indirekter Methoden gestaltet sich mit dem hie: 
beschriebenen Kolorimeter sehr einfach. Als Beispiel sei die Ausfithrung 
der Methamoglobinbestimmung nach obigem Verfahren geschildert : 

Als Lichtquelle dient die Natriumspektrallampe von Osram. Die 
Kiivette (6mm Schichtdicke) wird mit der verdiinnten Blutlésung 
gefiillt, der ein Puffer von py 6.5 zugesetzt ist. Die Kiivette wird in den 
Apparat eingesetzt, die MeBtrommel auf Null gestellt und die Photo 
zellen durch Verstellen der Blende vor der Vergleichslésung kompensiert 
Sodann wird die Kiivette entleert und wiederum mit der gleichen Blut- 
lésung gefiillt, der jedoch diesmal ein Puffer von py 10 zugesetzt ist 
Der nun am Nullinstrument auftretende Ausschlag wird durch Ver. 
drehen der MeBbtrommel kompensiert. Aus dem an der Mebtromme! 
eingestellten Wert laBt sich der Methimoglobingehalt der Lésung an 
Hand einer Eichkurve ablesen. 

Das Verfahren beruht darauf, da} zunachst die gesamte Extinktion 
der Lésung von py 6,5 durch die Nulleinstellung gewissermaBen weg- 
kompensiert wird. Wird nun durch die Anderung des pu-Wertes die 
Extinktion des Methamoglobins geandert, so kommt allein der Extink- 
tionsunterschied zwischen saurem und alkalischem Methamoglobin zur 
Messung, dessen GréBe der Methimoglobinkonzentration proportional 
ist. Das in der Lésung gleichzeitig anwesende Hamoglobin wirkt wie 
ein konstantes Graufilter, das nur die Intensitat des auf die Mefzelle 
wirkenden Lichtes und damit die Empfindlichkeit der Kompensations- 
einstellung mehr oder weniger herabsetzt, aber auf die durch die An- 
wesenheit des Methimoglobins hervorgerufenen relativen Helligkeits- 
anderungen des durchgehenden Lichtes keinen Einflu8 hat. 

Stehen geniigend lichtstarke monochromatische Lichtquellen zur 
Verfiigung, so kann man jede spezifische Anderung des Absorptions- 
spektrums eines Farbstoffes oder seine Umwandlung in einen anderen 
gefirbten oder ungefarbten Stoff in der eben beschriebenen Weise 
zu seiner kolorimetrischen Bestimmung ausnutzen, ohne dabei irgendwie 
auf das Absorptionsspektrum der anderen anwesenden Farbstoffe 
Riicksicht zu nehmen (soweit diese nicht mitverindert werden). Oft 
lassen sich jedoch auch Wege finden, bei denen man mit der viel be- 
quemeren und helleren weiBen Lichtquelle und passenden Farbfiltern 
auskommt. Die Lichtextinktion der anderen Farbstoffe soll dann in 


dem ausgewahlten Spektralgebiet méglichst klein sein und darf nicht 
allzusehr mit der Wellenlinge variieren. In der nachfolgenden Ver- 
6ffentlichung werden zwei Verfahren zur Bestimmung von Methamo- 
globin im Blute beschrieben, die sich als dem Verfahren von Stdémp/li 
und Wilbrandt iiberlegen erwiesen haben und typische Beispiele fiir die 
indirekte Methode sind. 








de 


ell 


Ww 











Ein neues lichtelektrisches Kolorimeter. LS 


Zusammenfassung. 


1. Es wird ein neues lichtelektrisches Kolorimeter beschrieben, mit 
dem ein sehr hoher Genauigkeitsgrad erreicht wird (0,1°,) und das bei 
einfachster Konstruktion folgende wesentlichen Eigenschaften hat: 

a) Verwendung von Sperrschichtphotozellen, daher keine Ab- 

hangigkeit von Hilfsstromquellen ; 

b) Unabhangigkeit von Helligkeitsschwankungen der Lichtquelle 

auch wahrend der Messung: 

c) Unabhangigkeit von Anderungen der Empfindlichkeit und der 

Empfindlichkeitscharakteristik der Photozellen ; 

d) In einem groBen Teil des MeBbereichs fast vollkommene Gerad- 

linigkeit der Kichkurven; 

e) Vollkommene Konstanz der Eichkurven tiber praktisch un- 

begrenzte Zeit. 

2. Die allgemeinen Grundlagen der praktischen Arbeitsweise des 
Instrumentes bei direkten und indirekten kolorimetrischen Methoden 
werden beschrieben. 
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Die Bestimmung von Methiimoglobin im Blute 
mit dem lichtelektrischen Kolorimeter. 


Von 


R. Havemann, F. Jung und B. von Issekutz jun. 
(Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitit Berlin.) 
(Eingegangen am 13. Mdrz 1939.) 


Mit 8 Abbildungen im Text. 


Fiir das Studium der Methamoglobin bildenden Gifte bestand am 
hiesigen Institut seit langem das Bediirfnis nach einer genauen spezifi- 
schen und einfachen Methode der Methamoglobinbestimmung im Blute 
R. Stimpfli und W. Wilbrandt? teilten eine indirekte kolorimetrische 
Methode mit, die auf dem Farbumschlag des Methamoglobins zwischen 
pu 6 und 9 beruht. Da diese Methode fiir unsere Zwecke sehr geeignet 
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Abb. 1. py-Abhingigkeit der Extinktion des Methimoglobins fiir Natriumlicht (D-Linie). 


erschien, versuchten wir, sie fiir die Ausfiihrung mit dem in der voran- 
gehenden Veréffentlichung beschriebenen lichtelektrischen Kolorimeter 
von Havemann auszuarbeiten. 

Bei der Untersuchung der Abhangigkeit der Extinktion des Met- 
hamoglobins von der Wasserstoffionenkonzentration stellten wir fest, 
da diese Methode fiir exakte Bestimmungen nicht besonders gut 
geeignet ist. Abb. 1 zeigt die Anderung der Extinktion einer Methamo- 


1 R. Stimpfli u. W. Wilbrandt, Verhandl. d. fr. Vereinig. Schweiz. 
Physiol., Juni 1937. 
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globinlésung mit dem py gegeniiber deren Extinktion bei py 6,41 fiir 
das Licht der Wellenlange 5930 A (D-Linie). Die Extinktion des Met- 
hamoglobins fiir das Licht der D-Linie ist demnach ziemlich konstant 
zwischen py 6 und 7, steigt dann bis py 9,6 stark an, ohne jedoch ober- 
halb py 9,6 einen geniigend exakt definierten, konstanten und vom py 
unabhangigen Endwert zu erreichen. Offenbar tritt oberhalb py 10 
bereits Denaturierung ein. Bei diesem py ist auch das Hamoglobin 
Denaturierungsprozessen ausgesetzt, die sich in Anderung seiner Ex- 
tinktion zu erkennen geben; man ist daher nicht sicher, ob und wie 
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Abb. 2. Spektrale Extinktionskurven von Methiimoglobin 
und Fluormethamoglobin 


lange oberhalb py 9,8, wo die Kurve wieder flacher verlauft, unver- 
indertes Methimoglobin in der Lésung vorhanden ist. Aus ‘diesem 
Grunde schien uns diese Methode zur exakten Bestimmung von Met- 
hamoglobin im Blut nicht sehr geeignet. 

Einer von uns (F.. Jung) machte darum den Vorschlag zu versuchen, 
wie Methamoglobin bei konstantem py zu bestimmen sei, und zwar 
unter Ausnutzung der Extinktionsinderung fiir Natriumlicht, die bei 
der Uberfiihrung des Methamoglobins in Fluormethamoglobin auftritt. 
Bereits Fabre und Bazille! haben eine spektrophotometrische Methode 
zum Nachweis von Methaimoglobin im Blute ausgearbeitet, die die 
gegentiber Methamoglobin wesentlich dunklere Fluormethimoglobin- 
bande im Roten zur Empfindlichkeitssteigerung ausnutzt. 

Abb. 2 zeigt die mit dem Zeissschen Spektrodensographen auf- 
genommenen spektralen Absorptionskurven von Methaimoglobin und 
Fluormethamoglobin. Man erkennt, daB die Extinktion fiir die Natrium- 
D-Linie bei Uberfiihrung in Fluormethamoglobin etwa auf den doppelten 
Wert ansteigt. Da Fluorionen auf die Extinktion von Hamoglobin 
keinen bemerkenswerten EinfluB ausiiben, waren hiermit die Voraus- 
setzungen fiir eine einwandfreie indirekte Methode gegeben. Die Aus- 
fiihrung der Methode bereitete keinerlei unerwartete Schwierigkeiten. 


1 J. Pharmacie, VIII. s., 18, 465, 1933. 
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Im folgenden geben wir die von uns erprobte Vorschrift, die sich zur 
Bestimmung von Methamoglobin im Blute bestens bewahrte: 

Je 2cem Blut werden in 10 ccm Wasser himolysiert. Etwaige 
feine Fibrinflocken werden abfiltriert. Je 5 ccm der Blutlésung werden 
zu zwei Proben von 5 ccm Phosphatpuffer nach Sérensen mit einem pu 
von 6,9 gegeben. Der einen Probe wird 1 ccm einer 2°, igen Natrium- 
fluoridlésung, der anderen 1 cem einer 2°,igen Natriumchloridlésung 
zugesetzt. Zunachst wird die natriumchloridhaltige Probe in die Kiivette 
(Schichtdicke 5,0 mm) gefiillt. Die Kiivette wird in das Kolorimeter 
eingesetzt, die MeBtrommel auf Null gestellt und das Nullinstrument 








| 
1 
I 
7 
| 
} 
} 
j 
} 
} 
| 
| 
| 
| 
| 








{ 


G01 Q02 G03 GO¥ GOS G06 007 GOB G09 O10 ON Gre O13 014% 
Methamoglobin 





Abb. 3. Eichkurve zur Methiimoglobinbestimmung 
nach der Fluoridmethode. 


durch Verstellen der Blende vor der Vergleiéhszelle auf Null gebracht. 
Sodann wird die natriumchloridhaltige Probe durch die fluoridhaltige 
ersetzt und dann durch Verstellen der MeBtrommel wiederum auf 
Kompensation eingestellt. 

Aus dem nun eingestellten Trommelwert ergibt sich der Methamo- 
globingehalt der Blutverdiinnung (1: 13-2) in Prozenten gema® der 
in Abb. 3 wiedergegebenen Eichkurve. 

Kin Zusatz von Fluorid zu einer gepufferten Blutlésung bewirkt 
aubBer einer geringfiigigen Triibung durch Calciumfallung kaum sonstige 
Anderungen der Lichtabsorption. Wie sich in den Vorversuchen gezeigt 
hat, beruhen Anderungen der Lichtabsorption stets eindeutig auf dem 
Gehalt an Methimoglobin. Zugesetztes Methamoglobin wird quantitativ 
wiedergefunden. 


Die Anwendung der Natriumdampflampe als Lichtquelle, aus 
deren Spektrum die D-Linien durch Filter besonders rein heraus- 
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geblendet worden waren, bietet bei dieser Methode die sichere Gewahr, 
da die kolorimetrisch gemessene Methaimoglobinkonzentration un- 
abhangig ist von der Gesamthimoglobinkonzentration. Wegen der 
geringen Intensitat dieser Lichtquelle und ihrer beschrinkten Ver- 
wendungsméglichkeit im Vergleich mit einer weiBen Lichtquelle stehen 
jedoch der Anwendung dieser Methode einige Schwierigkeiten im Wege. 
Aus diesem Grunde suchten wir nach einer entsprechenden indirekten 
Methode, die mit einer weifen Lichtquelle und Farbfiltern auskommt. 
Es zeigte sich, daB hierzu die Uberfiihrung von Methamoglobin in 
Cyanmethamoglobin vorziiglich geeignet ist. Kurz vor der Niederschrift 
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Abb. 4. Die spektralen Grundlagen der Cyanidmethode 
zur Bestimmung von Methimoglobin im Blut. 


dieser Publikation wurde uns bekannt, daB es auch Evelyn und Malloy! 
gelungen ist, nach dem gleichen Verfahren Methaimoglobin im Blute 
zu bestimmen. Unsere Methode unterscheidet sich jedoch durch die 
Anwendung eines anders gearteten Kolorimeters und durch eine Reihe 
von Einzelheiten von der der amerikanischen Autoren. 

Die spektralen Grundlagen der Methode sind aus Abb. 4 zu ersehen. 
Bei der Uberfiihrung in Cyanmethimoglobin wird die fiir Methamoglobin 
charakteristische Bande zwischen 6000 und 6600 A ausgeléscht. Die 
Extinktion von Oxyhamoglobin ist im Bereich von 7000 bis 6100 A 
praktisch unabhingig von der Wellenlange. Bei Verwendung der 
Filterkombination, deren Extinktionskurve in der Abb. 4 dick aus- 
gezogen ist, mute also eine indirekte Methamoglobinbestimmung auch 
unter Verwendung einer weifen Lichtquelle méglich sein. Die Filter- 
kombination setzt sich zusammen aus dem Infrarotfilter BG 17 (2 mm) 
und den Filtern RG1 (2mm) und OG3 (2mm) von Schott & Gen.., 
Jena. Das Filter OG 3 hat sich als notwendig erwiesen, da die Extinktion 
von RG 1 ziemlich stark temperaturabhangig ist. Durch OG 3 wird der 
gréBte Teil des Spektrums bereits verschluckt, so daB RG 1 nur noch 


1 J. of biol. Chem. 126, 655, 1938. 
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die geringe Energiemenge des Spektralstreifens zwischen 5500 und 6000 
aufzunehmen hat. 

Abb. 5 zeigt die Eichkurve des Kolorimeters fiir Methamoglobin- 
bestimmungen nach dieser Methode. Die ausgearbeitete Vorschrift 
lautet folgendermafen: 0,5 ccm Blut werden in 5 ccm dest. Wasser 
hamolysiert, der entstandenen Blutlésung werden 5ccm Phosphat- 
puffer nach Sérensen vom py 6,9 zugesetzt und dann von etwaigen 
Fibrinflocken und Triibungen abfiltriert. Die Lésung wird in die 
Kiivette (Schichtdicke 5mm) eingefiillt. Die Kiivette wird in das 
Kolorimeter eingesetzt, die Trommel auf den Trommelwert 400 ein- 











Gi G2 G3 04% 
Methamoglobin 


Abb. 5. Eichkurve zur Methimoglobinbestimmung im 
Blut nach der Cyanidmethode. 


gestellt. Dann wird durch Verstellen der Blende vor der Vergleichszelie 
auf’ Kompensation eingestellt. Hierauf wird die Kiivette entleert, der 
Lésung werden 1 bis 2 Tropfen einer 10°,,igen Kaliumcyanidlésung 
zugesetzt, die mit KCN versetzte Lésung, die nun das gesamte Met- 
hamoglobin in der Form seines Cyanids enthalt, wird wieder in die 
Kiivette eingefiillt und der nun am Nullinstrument infolge der Aus- 
léschung des Methamoglobinstreifens entstehende Ausschlag durch 
Verdrehen der MeBtrommel kompensiert. Die Meftrommel mu in 
diesem Falle also riickwarts gedrelhit werden. 

Es zeigte sich — wie zu erwarten war —, da® infolge der erheblich 
gréBeren auf die Photozellen einwirkenden Helligkeit die Genauigkeit 
der Methamoglobinbestimmung bei dieser Methode erheblich gréBer ist 
als bei der Anwendung von Natriumlicht. Als angenehme Zugabe 
ergab sich eine innerhalb der geringen Fehlerbreite genau geradlinige 
Eichkurve zwischen Teilstrich 400 und 100. 
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Wegen der prinzipiellen Unsicherheit, die einer indirekten Methode 
anhaftet, die nicht mit monochromatischem Licht arbeitet, wurde der 
méglicherweise vorhandene Einfluf{ der Gesamthamoglobinkonzentra- 
tion untersucht. Zunachst wurden die nach folgenden zwei verschiedenen 
Methoden gewonnenen Eichkurven verglichen: 1. Eine Hamoglobin- 
lésung wurde durch Zusatz eines Uberschusses von Kaliumferricyanid 
in eine Methimoglobinlésung verwandelt. Von dieser Stammlésung 
wurde eine Reihe verschiedener Verdiinnungen hergestellt, mit deren 
Hilfe eine Eichkurve aufgestellt wurde. 2. Einer Hamoglobinlésung 
wurden unter Ausgleich der Konzentrationsinderung durch Zugabe 
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Abb. 6. Titration von Himoglobin mit Kalium- 
ferricyanid, 


entsprechender Mengen dest. Wassers steigende Mengen einer 0,000925 n 
K,Fe(CN),-Lésung zugesetzt. Die jeweils gebildete Methamoglobin- 
menge wurde mit dem Kolorimeter gemessen. Die hierbei gewonnene 
Eichkurve stimmte exakt mit der nach 1. gewonnenen tiberein, obwohl 
bei Verfahren 1 kein unveraindertes Hamoglobin zugegen war, waihrend 
bei Verfahren 2 die Menge des beigemengten Haimoglobins zwischen 
0 und 100°’ des Gesamthamoglobins variierte. Eine solche mit Ferri- 
eyanid gewonnene Titrationskurve zeigt Abb. 6. Es zeigt sich, dab der 
Aquivalenzpunkt, bei welchem gerade alles Hamoglobin in Methamo- 
globin iibergeht, sehr genau bestimmt werden kann. Diese Genauigkeit 
der Bestimmung des Aquivalenzpunktes pradestiniert dieses Verfahren 
zu einem Ureichverfahren fiir die direkte kolorimetrische Bestimmung 
von Hamoglobin. Denn den bisherigen Methoden zur Eichung von 
Hamometern haften bekanntlich noch eine Reihe von Unsicherheiten 
an: Ungenauigkeit der Fe-Bestimmung (leicht abspaltbares Eisen), 
Unmoglichkeit der Herstellung einer wirklich chemisch reinen Hamo- 
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globinlésung, Ungenauigkeit und grundsatzliche Unsicherheiten in de1 
Bestimmung der O,-Kapazitat usf. Einige spezielle Angaben iiber 
diesen Gegenstand sollen einer weiteren Mitteilung vorbehalten bleiben 

Weiterhin priiften wir die Unabhangigkeit der gemessenen Met 
hamoglobinkonzentration von der Hamoglobinkonzentration durch 
Zugabe gleicher Mengen Kaliumferricyanid zu Hamoglobinlésungen 
sehr verschiedener Konzentration. Stets wurde die gleiche Methamo- 
globinmenge unabhangig von der Haimoglobinkonzentration gefunden 

In einem weiteren Versuch wurden die Ergebnisse der kolori- 
metrischen Methode verglichen mit den Ergebnissen, die man durch 
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Abb. 7. Die Bildung von Methimoglobin durch Kaliumferricyanid 
Kolorimetrisch gemessen nach der Cyanidmethode, 
@ gemessen im Warburg-Apparat nach Haldane aus der O»-Kapazitat. 


Vergleich der O,-Kapazitat mit der Gesamthimoglobinkonzentration 
erhalt. Die O,-Kapazitat wurde in einem Warburg-Apparat durch 
Messung der nach Zugabe eines Uberschusses von Kaliumferricyanid 
freigesetzten O,-Menge bestimmt. Zur Untersuchung gelangten vier 
gleichkonzentrierte Hamoglobinlésungen, denen steigende Mengen 
0,00925 n K,Fe(CN),-Lésung zugesetzt worden waren. Das Ergebnis 
des Versuchs ist in Abb. 7 wiedergegeben. Es zeigte sich eine vorziigliche 
Ubereinstimmung der nach den beiden verschiedenen Methoden ge- 
wonnenen Ergebnisse. 

Wie aus Abb. 6 ersichtlich ist, enthielt die dort untersuchte Hamo- 
globinlésung bereits vor der Zugabe von Kaliumferricyanid eine geringe 
Menge Methamoglobin. Wir beobachteten auch bei frisch aus der Vene 
entnommenem Blut von Katzen haufig nicht unerhebliche Mengen 
Methamoglobin im Blute. Bei einigen noch unsystematischen Unter- 
suchungen an Menschenblut beobachteten wir ahnliche Methamoglobin- 
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vehalte. Auch Evelyn und Malloy (l.c.) fanden Methamoglobin in 
Mengen bis zu 12°, des Gesamthamoglobins im Blute von Gesunden 


und Kranken. 


oO 


Um auszuschlieBen, daB es sich bei diesen Ergebnissen zum Teil 
um irgendwelche Leerwertsausschlige handelt, unternahmen wir eine 
Reihe von Priifungen. Ein Blut, in welchem der Methimoglobingehalt 
zu 3°,, des Gesamthamoglobins gefunden worden war, zeigte keinen 
..Null‘‘-Wert mehr, nachdem der Blutlésung etwas Natriumhydrosulfit 
zugesetzt worden war. Auch die bei unserer Methode unberiicksichtigte 
geringfiigige Verdiinnung durch 1 bis 2 Tropfen Kaliumeyanidlésung 















10 nosy 
WW [ | 
5 / 
Pe 
i. r | 
6 | 
ry } 
| | 
t 4d » 7 | 
f mt Zusatz von KCN 
10 pine : a t 
~~ | 
a -_—o _ ai 
| 
| 
ad 
7000 6500 6000 5500 5000 4500) 


<-—A 
Abb. 8. Der EinfluB von KCN auf die Lichtabsorption von 
Saponinlésungen. 


ist nicht fiir die Leerwerte verantwortlich zu machen, da die Ausschlage 
unabhangig davon waren, ob Kaliumeyanid in Substanz oder bis zu 
7 Tropfen der Lésung zugesetzt wurden. Wir untersuchten noch die 
Moéglichkeit, daB Kaliumcyanid eventuell die vielleicht nicht ganz 
vollkommene Hamolyse der Erythrocyten vervollstandigte und dadurch 
eine zusatzliche Verringerung der Extinktion bewirkte. Wir versuchten 
zunachst, dies dadurch zu priifen, da wir die Hamolyse durch Zusatz 
von Saponin von vornherein vollstandig machten. Hierbei zeigte sich 
jedoch, daB die Lichtabsorption von Saponinlésungen durch KCN 
vergroBert wird, so daf wir Ausschlage in der verkehrten Richtung 
erhielten. Abb. 8 zeigt das geschilderte Verhalten von Saponinlésungen 
am Spektrodensogramm. Diese Méglichkeit der Nachpriifung schied 
also aus. Wir konnten aber zeigen, dai die Ausschlage unabhangig 
vom Volumen waren. Auch bei wesentlich starkerer Verdiinnung des 
Blutes wurden die gleichen Werte fiir den Methamoglobingehalt des- 
selben gefunden. 

Nachdem also das normale Vorkommen kleinerer Methamoglobin- 
mengen im Blute als ziemlich sicher gelten kann, wird es von Interesse 
sein, welche normalen und pathologischen Faktoren Einflu®B auf die im 
Blute kreisende Methimoglobinmenge haben. Untersuchungen hieriiber 
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wurden bereits begonnen; sobald ein gréBeres Material vorliegt, sol! 
an anderer Stelle ausfiihrlich dariiber berichtet werden. 

Die Methamoglobinbestimmung durch Umwandlung in Cyan 
methamoglobin kann umgekehrt auch zur Bestimmung kleiner Cyanid- 
mengen benutzt werden, analog die Fluormethamoglobinmethode zur 
Bestimmung kleiner Fluoridmengen. Bei letzterer Verbindung ist jedoch 
die Gleichgewichtskonzentration der Ionen nicht so klein wie bei Cyan- 
methamoglobin. Uber die sich hier ergebenden Méglichkeiten wird 
ebenfalls zu einem spateren Zeitpunkt berichtet werden. 


Zusammenfassung. 


1. Die py-Abhangigkeit der Extinktion von Methamoglobin fiir 
Licht der Wellenlange 5930 A (D-Linie) wurde gemessen. 

2. Der Unterschied in der Durchlassigkeit fiir Licht der Wellen- 
lange 5930 A zwischen Methamoglobin- und Fluormethamoglobin- 
lésungen wurde als Grundlage fiir eine neue indirekte kolorimetrische 
Methode zur Bestimmung von Methimoglobin im Blute benutzt. 

3. Eine analoge Methode zur Methamoglobinbestimmung im Blute, 
die auf der Ausléschung der Methaémoglobinbande im Wellenlangen- 
bereich 6000 bis 6600 A bei Uberfiihrung des Methimoglobins in Cyan- 
methimoglobin beruht, wurde ausgearbeitet. Der besondere Vorteil 
dieser Methode ist die Anwendung einer Glithlampe als Lichtquelle. 

4. In Ubereinstimmung mit den Angaben von Evelyn und Malloy 
fand sich im Blute normaler Individuen Methamoglobin bis zu 8°,, des 
Gesamthamoglobins. 





Untersuchungen iiber das Zusammenwirken 
von Aneurin und £-Alanin als Wuchsstoftfe fiir Hefe 
in Verbindung mit Asparagin und Glutaminsiiure. 

Von 
Niels Nielsen und Vagn Hartelius. 
(Aus dem Carisberg-Laboratorium in Kopenhagen.) 


(Eingegangen am 27. Marz 1939.) 


In einigen friiheren Arbeiten (Nielsen und Hartelius, 1938a und b) 
haben wir die Wuchsstoffwirkung des #-Alanins gegeniiber Hefe unter- 
sucht: eine Vorbedingung fiir eine solche Wuchsstoffwirkung war es, 
daB die Nahrlésung, in der die Hefe geziichtet wird, auber Bierwiirze 


Asparagin (oder Asparaginsaéure) und Glutaminsaure enthalt. Fehlt die 


Wiirze, so wirkt Zusatz von f/-Alanin nur schwach anreizend auf das 
Wachstum, vermutlich weil mehrere Wuchsstoffe zusammen wirken 
miissen, um das Wachstum der Hefe zu stimulieren: diese anderen not- 
wendigen Wuchsstoffe finden sich in der Bierwiirze. Ohne Zusatz von 
Asparagin (oder Asparaginsdure) wirkt das f-Alanin nicht wachstums- 
stimulierend, sondern ziemlich stark giftig. In einer spaiteren Arbeit 
(Nielsen und Hartelius, 1938b) konnten wir zeigen, da} die Wirkung des 
Asparagins nicht darauf beruht, daB eine eventuelle Giftwirkung des 
f-Alanins aufgehoben wird, sondern darauf, daB ohne Asparagin- 
zusatz das §-Alanin wirkungslos ist. In den gleichen Versuchen wurde 
auch die Wirkung von Vitamin B, (Aneurin) untersucht: dieser Stoff 
hatte eine recht schwach wachstumsstimulierende Wirkung; besonderen 
EinfluB auf die Giftigkeit des 6-Alanins hatte er unter diesen Versuchs- 
bedingungen offenbar nicht. 

Bei den genannten Versuchen verwandten wir neben den Amino- 
siuren Bierwiirze als Wuchsstoffquelle. Wir hatten nach den Er- 
gebnissen friitherer Versuche (Nie/sen 1934 usw.) Grund zu der Annahme, 
daB eine mit Bierhefe ausgeschiittelte Wiirze fiir derartige Versuche 
besonders geeignet ware, weil sie durch die Ausschiittelung mit Bierhefe 
etwa 50°, ihrer Wuchsstoffwirkung einbiiBt : da dieser Verlust an Wuchs- 
stoffwirkung ziemlich konstant 50°,, betragt, nahmen wir an, da} eine 
bestimmte Wuchsstoffraktion ausfallt und daB diese Fraktion jeden- 
falls teilweise aus Aminosduren besteht. Unsere Versuche zeigten so 
auch, daf mit Bierhefe ausgeschiittelte Wiirze weit starker auf Zusatz 
von Aminosauren reagiert als nicht ausgeschiittelte Wiirze (Nielsen 
und Hartelius, 1938a, Tabelle IIL). 
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Obwohl nun die Verwendung einer so ausgeschiittelten Wiirze 
einen Fortschritt bedeutete, so war es immerhin wiinschenswert, eine 
reinere Wuchsstcffquelle zur Verfiigung zu haben; besonders sollte sie 
frei von Aminoséuren sein, wahrend andere Verunreinigungen in diesem 
Fall von geringerer Bedeutung sind. Kine solche wohlgeeignete Wuchs- 
stoffquelle fanden wir in Eigelbextrakt, der soweit gereinigt war, da{} 
gewisse Verunreinigungen ausgeschieden waren. Wie Kdégl (1936) 
gezeigt hat, ist ja Eigelb sehr reich an Bioswuchsstoffen und zudem 
als Ausgangsmaterial fiir eine Reinigung wohl geeignet. 

Unter Verwendung eines solchen einigermaben gereinigten Wuchs- 
stoffpraparates aus Eigelb haben wir Versuche mit 6-Alanin und anderen 
Aminosauren sowie mit Vitamin B, (Aneurin) ausgefiihrt; bei diesen 
neuen Versuchen zeigte sich, wie aus dem Folgenden hervorgeht, dal 
Aneurin in Verbindung mit f-Alanin eine recht betrachtliche Wir- 
kung hat. 

Methodik. 


Die fiir unsere Versuche benutzte Methodik war die gleiche wie 
bei unseren friiheren Untersuchungen iiber den Einfluf8 der Amino- 
siuren auf das Hefewachstum (Nielsen und Hartelius, 1938a und b); 
nur benutzten wir als Wuchsstoffquelle bei diesen Versuchen nicht 
Wiirze, sondern einen gereinigten Extrakt von Trockeneigelb. Dieses 
Priparat wird hergestellt, indem than Trockeneigelb mit Wasser extra- 
hiert und diesen Extrakt nach dem von Kégl und Ténnis (1936) an- 
gegebenen Verfahren reinigt. Kégls Reinigungsmethode wurde bis 
zur Ausschiittelung mit Kohle und darauf folgender Eluierung befolgt. 
Dieses Kohleeluat (KE.) ist selbstverstandlich nicht rein; es scheint 
indessen von den Verunreinigungen befreit zu sein, die bei unseren 
Untersuchungen stérend wirken kénnten. -Wir werden tibrigens auf 
chese Frage an anderer Stelle niher eingehen. Hier sei nur erwahnt, dab 
das Kohleeluat keine Wirkung auf Aspergillus niger zeigt und ebenso- 
wenig die Garung beeinfluBt; auch das reine Biotin beeinfluBt weder 
Aspergillus niger (v. Wagtendonk) noch die Garung (Kégl, 1937). 

Die Versuchsdauer betrug 24 Stunden (25°): alle Bestimmungen 
wurden als Doppelbestimmungen ausgefiihrt, deren Mittelwert in den 
Tabellen angegeben ist. 


Versuchsresultate. 

Bei den friiher besprochenen Versuchen tiber die Wirkung des 
B-Alanins (Nielsen und Hartelius, 1938a und b) fanden wir, daB p-Alanin 
nur dann fordernd auf das Hefewachstum wirkt, wenn der Nahrlésung 
auBerdem Asparagin (Asparaginséure) oder Glutaminsaure zugesetzt 
wird, oder noch besser diese beiden Aminoséuren. Fehlen die beiden 
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Aminosauren, so wirkt $-Alanin nicht wachstumsférdernd, sondern bei 
stirkerer Konzentration, 500 y oder mehr pro 50 ccm, vielmehr deutlich 
giftig. 

Bei diesen Versuchen hatten wir als weitere Wuchsstoffquelle 
Bierwiirze zugesetzt. Fiigt man keine derartige Wuchsstoffquelle 
hinzu, so bleibt das Wachstum der Hefe zu schwach, als dab die wachs- 
tumsanreizende Wirkung der Aminosauren deutlich genug wahrnehmbar 
wird. Bei den neuen Versuchen benutzten wir an Stelle der Wiirze das 
aus Eigelbextrakt hergestellte Kohleeluat (KE.). Wir untersuchten 
deshalb zunachst, ob das Verhalten der drei genannten Aminosiuren 
(f-Alanin, Asparagin und Glutaminsdure) zueinander bei Zusatz von 
KE. als Wuchsstoffquelle das gleiche ist wie bei Zusatz von Wiirze. 

Bei diesem Versuch wurden zwei Versuchsreihen durchgefiihrt. 
Nach Zusatz von Kohleeluat zur Nahrlésung wurde diese in zwei 
Portionen geteilt, von denen die eine keinen weiteren Zusatz erhielt, 
waihrend der anderen Asparagin und Glutaminsdure zugesetzt wurde. 
Diese beiden Portionen wurden gleich stark mit derselben Hefeauf- 
schwemmung geimpft, und zwar mit je 10 cem pro | Liter Nahrlésung. 
Danach wurden sie in iiblicher Weise in Kolben tiberpipettiert, denen 
verschieden grobe Mengen f-Alanin zugesetzt wurden. 


Tabelle I]. Wirkung des f-Alanins mit und ohne Asparagin 
+ Glutaminsaure. 





Nahrlésung Nahrlésung mit KE., Nihrlésung Nihrlésung mit KE., 
Sadetbeke mit KE. 5 mg Asparagin und Zugesetste mit KE. 5 mg Asparagin und 
ea Hefe- 5 mg Glutaminsiiure ; Menge Hefe- 5 mg Glutaminsiure 
3-Alanin trocken- je 50 ccm 3-Alanin trocken- je 50 cem 
je 50 cem substanz Hefetrockensubstanz | je 50 cem substanz Hefetrockensubstanz 
je 50 ecm je 50 ccm je 50 ccm je 50 ecm 
4 mg mg , mg mg 
50 5,1 6.9 0,50 5,1 11,0 
25 5,4 7.3 0,25 5,0 8,9 
10 5,3 7,4 0,10 4,9 7,9 
5 5,0 7,4 0,05 5,4 7,2 
2,5 5,4 9,1 0 5,3 6,4 
1 5,1 14,7 





Der Versuch zeigt, daB das f-Alanin in der Versuchsreihe ohne 
Zusatz von Asparagin und Glutaminsadure keinen EinfluB auf das Hefe- 
wachstum hat, bestatigt also, was wir bei unseren friiheren Versuchen 
gefunden haben. Bei diesen hatte sich gezeigt, daB f-Alanin in starkerer 
Konzentration giftig wirkt, wenn Asparagin und Glutaminsaure fehlen. 
Indessen waren die Konzentrationen, bei denen eine solche Giftwirkung 
des £-Alanins eintrat (200 y pro 50 ccm), wesentlich starker als die 
starksten hier angewandten Konzentrationen (50 + pro 50 cem). Bei 
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den hier untersuchten Konzentrationen hat das f-Alanin tiberhaupt keine 
Wirkung auf das Hefewachstum. 

In der anderen Versuchsreihe, mit Zusatz von Asparagin und 
Glutaminsdure, zeigt sich eine eigentiimliche Wirkung des #-Alanin. 
Zusatzes. Bei Zusatz von 0,25 y B-Alanin pro 50 com nimmt man eine 
Steigerung des Wachstums wahr, die bei Zusatz von 1 y pro 50 ccm 
recht bedeutend wird (88°,,). Dariiber hinaus wirkt indessen ein ver- 
mehrter Zusatz von f-Alanin hemmend; diese Hemmung ist bei Zusatz 
von 2,5 §-Alanin wahrzunehmen und erreicht ihre voile Starke bei 
Zusatz von 5y f-Alanin; Zusatz noch gréBerer Mengen f-Alanin hat 
keine vermehrte Hemmungswirkung. 


Dies bedeutet einen groBen Unterschied gegeniiber unseren friiheren 
Versuchen, bei denen wir nicht Kohleeluat, sondern Wiirze benutzten. 
Der Zusatz von §-Alanin, den man anwenden mu, um eine Steigerung 
des Wachstums zu bewirken, ist ungefahr der gleiche wie bei unseren 
friiheren Versuchen, namlich 0,25 y pro 50 cem. Das abweichende Ver- 
halten besteht darin, daB bei den friiheren Versuchen die Maximal- 
wirkung bei Zusatz der etwa 10fachen Menge eintrat, wonach weiterer 
Zusatz wirkungslos blieb, waihrend bei den neuen Versuchen gréBere 
Zusatzmengen deutliche Giftwirkung hervorrufen. Ferner ist es eigen- 
tiimlich, da die maximale Giftwirkung sehr schnell erreicht wird. Die 
Giftwirkung beginnt bei Zusatz von’2,5 y pro 50 ccm und erreicht ihren 
Maximalwert bereits bei Zusatz von 5; ein Zusatz von 50 y pro 50 ccm 
wirkt nicht starker giftig als ein solcher von 5. Dieses Verhalten wird 
spater noch besprochen, 

Die Versuche zeigen also einen erheblichen Unterschied im Zu- 
sammenwirken der drei Aminosiuren in Nahrlésung mit Zusatz von 
Wiirze oder in solcher mit Zusatz von Kohleeluat als Wuchsstoff- 
quélle. Verschiedene Versuche, die nicht naher besprochen werden 


Tabelle Il. Wirkung des Aneurins. 





Nahrlésung mit KE., Nihrlésung mit KE., 
5 m : je ec und 5 me poe. omnse und 
pg pr pena “50 p-Alanin je 50 ccm ome a 50 y §-Alanin je 50 ccm 
Hefetrockensubstanz Hefetrockensubstanz 
je 50 cem je 50ccm 
} mg } mg 
50 18,3 0,20 13,4 
20 18,5 0,10 10,9 
10 18,7 0,05 8,9 
5 17,6 0,02 7,9 
2 19,0 0,01 7,9 
1 19,0 0 8,0 
19,1 
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sollen, veranlaBten uns, eine Erklairung fiir dieses Verhalten zu suchen, 
indem wir die Wirkung des Aneurins (Vitamin B,) untersuchten. 

Einer Nahrlésung, die Kohleeluat, Asparagin und Glutaminsaure 
enthielt, wurde soviel £-Alanin zugesetzt, daB sie stark giftig wirkte, 
und zwar 1 mg f-Alanin pro Liter Nahrlésung (=: 50 y pro 50 ccm). 
Den Kolben, in die diese Nahrlésung pipettiert war, wurden variierende 
Mengen von Aneurin zugefiigt. 

Wie der Versuch zeigt, wirkt Aneurinzusatz stark wachstums- 
férdernd ; schon bei Zusatz von 0,05 y pro 50 cem wirkt Aneurin férdernd 
und erreicht seine Maximalwirkung bei Zusatz von 0,5. Zusatz gré- 
Berer Mengen (bis zu 50 y pro 50 cem) bewirkt eine schwache Hemmung. 

Die Aneurinmengen, die den Beginn und das Maximum der 
Wirkung veranlassen, sind genau so gro} wie bei unseren friiheren 
Versuchen, bei denen anstatt Kohleeluat Wiirzezusatz benutzt wurde 
(Nielsen und Hartelius, 1938a, Tabelle IV). Dagegen ist die Wirkung 
des Aneurins bei den neuen Versuchen weit gréBer. Bei den friiheren 
Versuchen betrug die maximale Wachstumssteigerung bei Aneurin- 
zusatz 24°, wihrend sie jetzt 139°, betragt, d.h. daB das Wachstum 
der Hefe mehr als verdoppelt wird. 

Auf Grund dieses Versuchs haben wir die Nahrlésung in vier 
Portionen geteilt; der ersten Portion wurde nur Kohleeluat zugesetzt, 
der zweiten Kohleeluat, Asparagin und Glutaminsaure, der dritten 
Kohleeluat, Asparagin, Glutaminséiure und Aneurin und schlieBlich 
der vierten Portion nur Kohleeluat und Aneurin. Die Aneurinmenge 
wahlten wir auf Grund des vorhergehenden Versuchs zu 100 y pro Liter 


Tabelle III. Zusammenwirken von f/-Alanin mit Aneurin und 
Asparagin + Glutaminsaure. 





Nihrlésung mit KE.., 


Nahrlésun: Nahrlésung mit KE., 5 mg Asparagin, s eet aes 
Zugesetzte mit KE. 5 mg Asparagin und 5 ping, Five noon ene 
Menge Hefe- 5 mg Glutaminsaure und 5 y Aneurin je 50 com 
p-Alanin trocken- je 50 ccm je 50 cem . j 
je 50 com substanz | Hefetrockensubstanz | Hefetrockensubstanz Hefetrockensubstanz 
je 50 ccm je 50 cem je 50 cem 30S oom 
y mg mg mg mg 
50 4,6 6,8 16,5 8,0 
20 4,6 6,8 16,3 8,2 
10 4,8 7,0 16,0 8,3 
5 4,8 6,9 16,2 8,1 
2 4,9 7,0 16,3 8,2 
1 4,8 10,6 15,0 8,0 
0,5 4,6 | 10,9 13,7 8,4 
0,2 4,5 10,2 13,2 8,1 
0,1 4,9 10,0 12,6 7,9 
0,05 4,7 10,1 12,8 8,2 
0 4,8 9,9 12,4 8,1 
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Nahrlésung. Mit diesen vier Nahrlésungen unternahmen wir vier Ver 
suchsreihen, indem wir den Kolben jeder Reihe variierende Mengen von 
f-Alanin zusetzten. Die vier Nahrlésungen wurden in gleicher Weise 
geimpft, so daB die gefundenen Werte fiir das Hefewachstum unter. 
einander verglichen werden konnten, und zwar wurden jeder von ihnen 
je 10 ccm einer Hefeaufschwemmung pro | Liter Nahrlésung zugesetzt. 

In der Versuchsreihe, der nur Kohleeluat zugesetzt war, hatte 
Zusatz von f-Alanin tiberhaupt keine Wirkung. In der Versuchsreihe 
mit Zusatz von Kohleeluat, Asparagin und Glutaminsaure fanden wir 
bei geringen Zusatzen von f-Alanin eine schwache Wachstumssteigerung, 
bei gréBeren Zusatzen eine starke Giftwirkung, die ihr Maximum bei 
Zusatz von 2 f-Alanin pro 50 ccm erreichte, wonach eine weitere 
Wirkungssteigerung nicht mehr stattfand. Das Resultat dieser beiden 
Versuchsreihen ist also eine vollstandige Bestatigung der vorhergehenden 
Versuche. In der dritten Versuchsreihe, die auBer Kohleeluat, Aspara- 
gin und Glutaminsdure Aneurinzusatz enthielt, iibte dagegen das 
f-Alanin keine Giftwirkung aus. Die wachstumsférdernde Wirkung des 
$-Alaninzusatzes beginnt bei einér Konzentration von 0,2 y pro 50 ccm, 
erhéht sich aber mit steigender Zusatzmenge. Bei Zusatz von 2 y pro 
50 cem ist die Maximalwirkung erreicht, und zwar eine Steigerung des 
Wachstums von 39°,; dariiber hinaus wird die Wirkung auch durch 
gréBere Zusatzmengen nicht weiter gesteigert. Eine Giftwirkung ist 
nicht wahrnehmbar, auch nicht bei Zusatz von 50. Bei der vierten 
Versuchsreihe schlieBlich, die nur Kohleeluat und Aneurinzusatz 
enthielt, ergab B-Alaninzusatz gar keine Wirkung. 

Da in allen vier Versuchsreihen die Nahrlésungen ganz gleichartig 
geimpft waren, kann der Gehalt an Hefetrockensubstanz in den Kontroll- 
kolben, d.h. in Kolben ohne f-Alaninzusatz, ohne weiteres mit ihnen 
verglichen werden. Sowohl Zusatz von Aneurin wie von Asparagin 
und Glutaminsaéure wirkt stark wachstumsférdernd, indem der Gehalt 
an Hefetrockensubstanz auf etwas tiber das Doppelte vermehrt wird; 
dagegen bewirkt ein Gesamtzusatz von Aneurin nebst Asparagin und 
Glutaminsaure keine vermehrte Steigerung des Wachstums. 

Das Resultat dieses Versuchs ist ganz eindeutig. §-Alanin hat nur 
dann eine Wirkung auf das Hefewachstum, wenn der Nahrlésung auBer 
Kohleeluat Asparagin und Glutaminsdéure (oder mindestens einer der 
beiden Stoffe) zugesetzt wird ; fehlen diese beiden Stoffe, so hat 6-Alanin 
keinen EinfluB, auch nicht bei Zusatz von Aneurin. Die wachstums- 
fordernde Wirkung des §-Alanins bei Anwesenheit von Asparagin und 
Glutaminsaure zeigt sich indessen nur bei den schwachsten wirksamen 
Konzentrationen: bei etwas starkerer Konzentration tritt Giftwirkung 
ein. Diese kann indessen durch Zusatz geringer Mengen von Aneurin 
aufgehoben werden; wie aus dem Versuch in Tabelle Ll hervorgeht, 
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wird die Giftwirkung durch 0,05 y Aneurin pro 50 ccm teilweise, durch 
0,5 y vollstandig aufgehoben. Weiterhin zeigt dieser Versuch, daB in 
einer Lésung, die Asparagin, Glutaminsaure und f-Alanin enthalt, die 
wachstumsférdernde Wirkung des Aneurins nur darin besteht, die 
Giftwirkung des f-Alanins aufzuheben. 

Auch bei diesen Versuchen ergibt sich die merkwiirdige Tatsache, 
daB in der Versuchsreihe, die Asparagin und Glutaminsaure, aber kein 
Aneurin enthalt, wo also §-Alaninzusatz giftig wirkt, diese Giftwirkung 
rasch konstant wird und weiterer Zusatz gréBerer Mengen von f-Alanin 
keine weitere hemmende Wirkung ausiibt. Es erscheint schwierig, 
dieses Verhalten zu erklaren. Der Fall liegt naimlich keineswegs so, 
daB das Wachstum der Hefe durch Zusatz von 2 » B-Alanin voéllig zum 
Stillstand gebracht wird. Die zur Impfung verwandte Hefemenge 
betragt nur 2 mg pro Kolben, und da sich in den Kolben mit starkem 
B-Alaninzusatz etwa 7 mg Hefetrockensubstanz finden, hat also auch 
in diesen Kolben mit giftigwirkendem #-Alaninzusatz ein kraftiges 
Wachstum der Hefe stattgefunden. 

Bei unseren friitheren Untersuchungen tiber Aminosduren fanden 
wir, daf wir die beste Wirkung erzielten, wenn sowohl Asparagin als 
Glutaminséaure anwesend waren, wenn auch schon Anwesenheit einer 
der beiden Saiuren ausreichend war, um das f-Alanin wirksam werden 
zu lassen. Dieses Verhalten haben wir nun naher untersucht. 

Der Versuch wurde in der Weise ausgefiihrt, daB einer Nahrlésung 
nur Kohleeluat, f-Alanin und Aneurin zugesetzt wurde. Es wurden 
drei Versuchsreihen angestellt: Den Kolben der ersten Versuchsreihe 
wurden verschiedene Mengen von Asparagin zugesetzt, denen der 
zweiten Reihe die gleichen Mengen Glutaminsaure und schlieBlich den 
Kolben der dritten Versuchsreihe sowohl Asparagin als’ Glutaminsaure, 
und zwar so, daB hier die Gesamtkonzentration dieser beiden Stoffe 
doppelt so groB war: da die Molekiilgewichte von Asparagin und 


Tabelle lV. Vergleichende Versuche iiber die Wirkung von 
Asparagin und Glutaminsaure. 





Nihrlésung mit KE., 50,7 3-Alanin und 5 y Aneurin je 50 cem 


P —s Hefe- ; Hefe- Zugesetzt Hefe- 
Sugenetst trocken- . Zugesetzt trocken- Asparagin uvd trocken- 
Asparagin substanz Glutaminsiure substanz Glutaminsiure substanz 
je 50 ecm je 50 cem je 50 ccm je 50 ccm je 50 ccm je 50 ccm 

mg mg mg mg mg mg 

10 14.0 10 14,4 § +. 6 16,0 

5 9,2 5 11,1 2,5 + 2,5 12,2 

2 7,0 2 8,7 1+ 1 9,0 

6,2 1 (Pr 0,5 + 0,5 8,1 

0,5 5,5 0,5 6,0 0,25 + 0,25 6,4 


5,4 0 5,4 0+ 0 5,4 
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Glutaminsaéure nur sehr wenig verschieden sind, ist der Fehler bedeu- 
tungslos, der dadurch entsteht, daB man gleiche Gewichtsmengen de1 
beiden Stoffe nimmt. 

Ein wesentlicher Unterschied zwischen den Wirkungen des Aspara- 
gins und der Glutaminsiure ist nicht nachzuweisen, nur wirkt vielleicht 
der Zusatz kleiner Mengen von Glutaminsaéure ein wenig starker als Zu- 
satz kleiner Mengen von Asparagin. Dagegen scheint ein Zusatz von 
5mg Asparagin + 5mg Glutaminséure etwas starker zu wirken als 
von 10 mg Asparagin oder von 10.mg Glutaminsiure. Ferner wird das 
friiher gefundene Verhalten bestatigt, da es groBer Mengen dieser 
Aminoséuren bedarf, damit eine Wirkung eintritt. 


SchluBbemerkungen. 

Die hier mitgeteilten Untersuchungen haben gezeigt, daB zwischen 
Aneurin und den Aminoséuren f-Alanin, Asparagin und Glutamin- 
siure ein eigentiimliches Zusammenwirken besteht. Schon bei unseren 
friiheren Untersuchungen (Nielsen und Hartelius, 1938a und b) fanden 
wir, da} f-Alanin nur dann wachstumsférdernd auf Hefe wirkt, wenn 
der Nahrlésung auBerdem Asparagin (Asparaginséure) oder Glutamin- 
saure zugesetzt wird. Dies wird durch unsere neuen Versuche bestatigt, 
die indessen ferner zeigten, daB auch die Anwesenheit von Aneurin 
fiir die wachstumsférdernde Wirkung des f-Alanins notwendig ist. 

Einige der hier besprochenen Stoffe iiben jedoch auch dann eine 
Wirkung aus, wenn sie fiir sich allein einer Nahrlésung zugefiigt werden, 
die Kohleeluat oder ausgeschiittelte Wiirze enthalt. So steigert ein 
Zusatz von Asparagin + Glutaminséure zu einer Nahrlésung mit 
Kohleeluat das Wachstum der Hefe auf mehr als das Doppelte. 
Ein Zusatz von Aneurin zu einer solchen Nahrlésung wirkt ebenfalls 
stark wachstumsférdernd. Zusatz von Asparagin + Glutaminsaure 
und Aneurin zusammen wirkt noch starker als Zusatz von Asparagin 
+ Glutaminsaure allein. 

Im Gegensatz zu diesen Stoffen wirkt jedoch §-Alanin nur bei An- 
wesenheit anderer Stoffe in der Nahrlésung wachstumsférdernd, und 
zwar sind die Verhaltnisse hier anscheinend recht kompliziert. Eine 
entscheidende Vorbedingung dafiir, daB 6-Alanin iiberhaupt wachstums- 
fordernd wirken kann, ist (neben Kohleeluat oder aus ausgeschiittelter 
Wiirze) die Anwesenheit von Asparagin (Asparaginsaure) oder Glutamin- 
siure in der Nahrlésung. Bei Abwesenheit dieser Stoffe wirkt das 
f-Alanin nicht wachstumsférdernd, sondern in starkeren Konzen- 
trationen sogar wachstumshemmend (Nielsen und Hartelius, 1938b, 
Tabelle Il). Diese Wirkungslosigkeit des §-Alanins bei Abwesenheit 
von Asparagin und Glutaminsaéure wird durch unsere neuen Unter- 
suchungen (Tabelle III) bestatigt. Diese beweisen indessen auBerdem, 
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daB auch Aneurin fiir die wachstumsférdernde Wirkung des f-Alanins 
notwendig ist. Bei unseren friiheren Untersuchungen (Nielsen und 
Hartelius, 1938a, Tabelle III) fanden wir, daB die wachstumsférdernde 
Wirkung von f-Alanin + Asparagin + Glutaminsaure durch Zusatz 
von Aneurin stark gesteigert wird: die neuen Untersuchungen zeigen, 
daB dieser Zusatz von Aneurin geradezu notwendig ist. Dieser Unter- 
schied zwischen unseren alten und neuen Untersuchungen ist vermutlich 
darauf zuriickzufiihren, daB wir zu unseren alten Versuchen ausge- 
schiittelte Wiirze als Wuchsstoffquelle benutzten, zu den neuen Ver- 
suchen dagegen Kohleeluat: in ausgeschiittelter Wiirze finden sich 
namlich wahrscheinlich kleine Mengen von Aneurin, die ausreichend sind, 
um ein etwas starkeres Wachstum der Hefe bei f-Alaninzusatz zu veran- 
lassen, jedoch nicht hinreichend fiir die Maximalwirkung, so da} weitere 
Zufuhr von Aneurin noch eine Wachstumssteigerung ergibt; Kohle- 
eluat dagegen ist vollig frei von Aneurin. Allerdings fanden wir auch 
in einigen Fallen, bei denen Kohleeluat als Wuchsstoffquelle benutzt 
wurde, eine wachstumsférdernde Wirkung von f-Alanin ohne Aneurin- 
zusatz; jedoch erhielten wir diese Wirkung nur bei Zusatz geringer 
Mengen von f-Alanin und auch dann nicht bei allen Versuchen; sie ist 
vermutlich einem minimalen Gehalt der zur Impfung verwandten Hefe 
an Aneurin zuzuschreiben. 

Die Verhaltnisse scheinen also so zu liegen, daB f-Alanin nur bei 
Anwesenheit von Asparagin oder Glutaminséure (neben einer Wuchs- 
stoffquelle) wirksam ist; diese Wirkung ist wachstumsférdernd bei Vor- 
handensein von Aneurin in der Lésung, jedoch wachstumshemmend 
beim Fehlen von Aneurin. Wir hoffen, diese Frage durch bereits be- 
gonnene weitere Untersuchungen klarstellen zu kénnen. 

Wie aus unseren Untersuchungen hervorgeht, hat Aneurin an und 
fiir sich keine gréBere wachstumsférdernde Wirkung auf Hefe, sondern 
seine Hauptwirkung beruht nur auf einer ,,Entgiftung‘ des f-Alanins. 
Da bei einer Reihe anderer Untersuchungen iiber die Wirkung des 
Aneurins auf manche anderen Organismen gefunden wurde, dab 
Aneurin ohne Zusatz von Aminosauren stark wachstumsférdernd wirkt, 
hat das von uns gefundene Verhalten von Aneurin zu /-Alanin keine 
allgemeine Giiltigkeit. 


Zusammenfassung. 


Bei Versuchen mit synthetischer Nahrlésung unter Zusatz eines 
gereinigten Wuchsstoffpriparates aus Eigelb (Kohleeluat) ergab sich, 
daB sowohl Asparagin als Glutaminsiure wachstumsférdernd auf Hefe 
wirken; eine Mischung beider Aminosiéuren scheint noch etwas besser 
zu wirken als Zusatz einer von beiden in entsprechender Menge. 

Aneurinzusatz wirkt gleichfalls fiir sich allein wachstumsférdernd. 
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B-Alanin wirkt nur dann wachstumsférdernd, wenn der Nahr- 
lésung (mit Kohleeluat) auBerdem Asparagin und Glutaminsiure 
sowie Aneurin zugesetzt wird. Wird weder Asparagin noch Glutamin- 
siure zugesetzt, so hat f-Alanin keine Wirkung auf das Wachstum; 
bei Zusatz von Asparagin und Glutaminséure, jedoch ohne Aneurin, 
wirkt f-Alanin giftig; jedoch konnten geringe Zusatze von #-Alanin 
auch férdernd wirken, vermutlich, weil die Hefe ein wenig Aneurin 
enthielt. 6-Alanin kann also nur bei Zusatz von Aneurin und Asparagin 
oder Glutaminsiure als Wuchsstoff fiir Hefe wirken. 
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lsolierung eines reversibeln Zwischenprodukts 
der Giirung. 
Von 
Erwin Negelein und Heinz Brémel. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Zellphysiologie, Berlin-Dahlem. ) 


(Eingegangen am 17. April 1939.) 


Gibt man zu _ Glycerinaldehyd-3-Phosphorséure (Fischer-Ester) 
anorganisches Phosphat, so wird 1 Molekiil Phosphorsaéure aufgenommen 
in der reversibeln Reaktion: 


Phosphorsaure + Glycerinaldehyd-Phosphorsaure 
= Glycerinaldehyd-Diphosphorsiure. (1) 


Gibt man zu der Lésung auBerdem Diphospho-Pyridinnucleotid 
und ein spezifisches Fermentprotein, das Warburg und Christian! 
kiirzlich isoliert haben, so oxydiert das Pyridin des Nucleotids die 
Glycerinaldehyd-Diphosphorsaure zu einer Glycerinsiure-Diphosphor- 
siure nach der Gleichung: 


Pyridin + Glycerinaldehyd-Diphosphorsaure => Dihydropyridin 


Pe 
Glycerinsiure-Diphosphorsaure. (2) 

Die hierbei entstehende Glycerinsaéure-Diphosphorsiure, die nach 
Gleichung (2) mit Dihydropyridin zuriickreagiert, ist eine sehr labile 
Substanz und unterscheidet sich durch die Riickreaktion und ihre 
Zersetzlichkeit von der lange bekannten von Greenwald entdeckten 
Glycerinsaéure-2,3-Phosphorsaure. Wir haben die neue Saure als schén 
kristallisierendes Strychninsalz isoliert. 

Das im Hochvakuum bei 60° getrocknete Strychninsalz ergab 
folgende Analyse (W. Liittgens): 

4,225 mg: 10,047 mg CO,, 2,315 mg H,O; 64,85% C, 6,13° 

4,235 mg: 10,045 mg CO,, 2,317 mg H,O; 64,69% C, 6,12% H. 

6,760 mg: 0,421 cem N (23,6°, 751 mm); 7,08° N. 

6,060 mg: 0,369 cem N (21,0°, 751 mm); 6,99% N. 

0,922 mg: 35,9 » P; 3.89% P (kolorimetrisch). 

0,922 mg: 34,9 P; 3,79°% P (kolorimetrisch). 





Berechnet : 65,13 % C 6,04 % H 6,99 94 N 587 % P 

Gefunden (Mittelwerte): | 64,77%C 6,12 % H 7,04 % N 3,84 % P 

1 Noch nicht ver6éffentlichte Versuche. Mit den alten unreinen Protein- 

fraktionen aus Lebedew-Saft (,,Protein B‘‘) gelingt die Isolierung des Zwischen- 
produkts nicht, da es weiter zersetzt wird. 
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In wisseriger Lésung verden bei neutraler Reaktion und 38° in 
10 Minuten etwa 20°), der Substanz in Phosphoglycerinsiure und 
Phosphorsiure gespalten. Wahrscheir ‘bh ist die Substanz: 1, 3-Di- 
phosphoglycerinsaéure ; méglich ware auc. . -Pyrophosphoglycerinsaure. 
Alle Eigenschaften sprechen aber fiir 1,3-Diphosphoglycerinsdure (oder 
ein Polymeres dieser Saure). 

Bekanntlich haben A. Harden und Young 1905 entdeckt, daB 
anorganisches Phosphat zur Garung notwendig ist und dab im Lebedew- 
Saft pro Mol Phosphat, das verschwindet, 1 Mol Kohlensaure entsteht. 
Durch die Gleichungen (1) und (2) werden diese Tatsachen erklart. 
Denn das Pyridin des Diphospho-Pyridinnucleotids kann nur soviele 
Molekiile Triose zur Stufe der Brenztraubensdéure oxydieren, als an- 
organisches Phosphat von dem Fischer-Ester aufgenommen wird. 

In dem reinen Fermentsystem (Gleichung 2) kommt die Oxydation 
der Triose wegen der Riickreaktion schnell zum Stillstand. Im Lebedew- 
Saft wird die riickreagierende Glycerinsdure-Diphosphorsaure durch 
die Wirkung anderer Fermente und Co-Fermente entfernt und dabei 
das gesamte Phosphat auf Zucker iibertragen. In der lebenden He fezelle 
wird die Halfte des Phosphats der Glycerinsiure-Diphosphorsaure wieder 
frei, die andere Halfte auf Zucker iibertragen. 

Ersetzt man in der Reaktion nach Gleichung (1) die anorganische 
Phosphorsaure durch Arsensaure, so bildet sich ein arsenylierter Fischer- 
Ester, der wie in Gleichung (2) von Pyridin zur Stufe der Brenztrauben- 
siure oxydiert wird. Wahrend aber in dem Oxydationsprodukt die 
Phosphorsaure fester haftet, wird die Arsensiure aus dem Oxydations- 
produkt schnell wieder von selbst (ohne Mitwirkung von Fermenten) 
abgespalten. Darauf beruht der von A. Harden und Young 1911 ent- 
deckte Unterschied zwischen der Wirkungsweise der anorganischen 
Phosphorsaure und der Arsensaure. 





